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A  PROPOS  DES  FERMENTS  OXYDANTS. 

PAR 

CH.  BERNARD  et  H.  L.  WELTER 

Dr.  es  Sciences.  Technologue. 


A.  Discussion  des  méthodes  utilisées  pour  mettre  en 
évidence  les  ferments  oxydants. 


L  INTRODUCTION. 

Nous  avons  depuis  quelque  temps  entrepris  des  recherches  sur 
la  fermentation  du  thé,  et  nous  avons  publié  sur  cette  question 
une  première  note^)  que  nous  comptons  faire  suivre  d'une  série 
de  publications  où  nous  donnerons  au  fur  et  h  mesure  le 
résultat  de  nos  investigations,  avec  l'espoir  qu'elles  contribue- 
ront à  apporter  quelque  lumière  dans  ce  problème  si  mal  connu. 

En  effet,  quand  on  parcourt  les  travaux  publiés  jusqu'ici  à 
ce  sujet,  on  se  rend  compte  que  la  plupart  des  théories  ne 
sont  que  des  hypothèses  basées  sur  des  faits  plus  ou  moins 
exactement  observés,  que  toutes  les  discussions  portent  sur  des 
points  encore  bien  obscurs,  enfin  que  presque  toutes  les  con- 
clusions sont  basées  sur  les  résultats  d'expériences  rarement 
établies  de  façon  méthodique. 

Nous  avons  déjà  résumé  dans  notre  précédente  publication 
les  deux  courants  qui  se  dessinent  actuellement  pour  expliquer 
la  fermentation  du  thé,  à  savoir:  cette  fermentation  est  basée 
sur  une  oxydation  qui  ne  serait  pas  due  uniquement  à  l'action 
spontanée  de  l'oxygène  de  l'air,  mais  s'effectuerait  sous  l'influ- 
ence   de    ferments  solubles  existant  soit  dans  la  feuille,  disent 


4)   Bernard.    Sur   la   présence  de  levures  dans  le  tlié  en  fermentation.  (Bull,  du 
Dép.  Agric.  aux  Indes-Néerl.  No.  XXXVI,  1910). 
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les  uns,  soit,  prétendent  les  antres,  dans  des  levures  qui  se 
développeraient  au  cours  des  diverses  phases  de  la  prépara- 
tion. Bamber,  Mann,  van  Romburgli,  Nanninga,  ^)  et 
d'autres  sont  les  promoteurs  de  Tidée  que  les  éléments  actifs 
de  la  fermentation  du  thé  sont  des  enzymes  existant  dans  la 
feuille  même;  Bosscha^)  voudrait  que  les  levures  jouassent 
un  rôle  prépondérant,  et  cette  opinion  a  donné  lieu,  dans  les 
colonnes  de  l'Jndische  Mercuur'',  h  une  polémique  entre  cet 
auteur  et  Nanninga^). 

Dans  notre  précédente  publication,  nous  nous  sommes  efforcé  de 
ne  pas  tomber  dans  ce  travers  de  schématiser  un  peu  trop,  et 
d'établir  des  conclusions  prématurées  dans  cette  question  com- 
pliquée où  tout  est  encore  presque  inconnu;  nous  étions  arrivé 
à  la  conclusion  que,  en  effet,  des  arguments  parlent  soit  en 
faveur  d'une  action  des  ferments  de  la  feuille,  soit  en  faveur 
d'une  action  de  microorganismes;  nous  avions  essayé  d'exposer 
impartialement  ces  arguments,  tout  en  admettant  que,  très 
probablement,  la  fermentation  du  thé  n'est  pas  due  exclusive- 
ment h  l'une  ou  à  l'autre  de  ces  actions,  mais  au  contraire 
que  les  ferments  de  la  feuille,  tout  comme  les  ferments  sécré- 
tés par  des  levures,  jouent  peut-être  un  rôle  dans  le  phénomène  ; 
ces  divers  éléments  agiraient  sans  doute  sur  les  diverses  sub- 
stances qui  se  trouvent  dans  la  feuille  pour  les  faire  fermenter 
et  donner  ainsi  au  thé  préparé  ses  caractères  complexes.  Nous 


4)  Bamber.  Report  on  Ceylon  soils  and  their  effects  on  the  quaîity  of  Tea, 
(Colombo,  1900). 

Mann.  Tlie  enzymes  of  tbe  tea  leaf  (Journ.  Asiatic  Soc.  of  Bengal,  1901).  — 
Tlie  ferment  of  the  tea  leaf  I.  II.  III.  (Calcutta,  1902,  1903,  1904). 

V.  Rombiirgh  en  Lohmann.  Verylagen  over  de  onderzoekingen  betreffende  de 
op  Java  gecultiveerde  tlieeiin  (Nos.  1 — 6). 

Nanninga.  Verslagen  over  de  onderzoekingen  betreffende  de  op  Java  gecultiveerde 
theeën  (Nos.  7  et  suivants).  —  Onderzoekingen  omtrent  de  theefabrikatie  (Teys- 
mannia  1901). 

'2)  Bosse  h  a.  —  Het  ferment  van  de  tliee,  (Notulen  Soek.  Landb.  Ver.,  Sept.  1909).  — 
Nogmaals  Tlieefermentatie,  (Indische  Mercuur,  1910,  N^.  36,  P.  719).  —  Theefermen- 
tatie,  (Ind.  Mercuur,  1910,  N».  41,  P.  814). 

3)  Nanninga. —  Compte  rendu  du  travail  de  Bernard:  ,,Sur  la  présence  de  levu- 
res..." (Ind.  Mercuur  1910,  N».  34,  P.  680).  —  Antwoord  aan  Dr.  J.  Bosscha  in 
zake  Theefermentation,  (Ind.  Meicuur,  1910,  N».  39,  P.  775). 


ajoutions  qu'il  était  nécessaire  de  reprendre  toute  la  question 
dès  le  début,  car  malgré  leur  valeur,  les  expériences  étaient 
trop  peu  nombreuses  et  portaient  sur  un  trop  petit  nombre  de 
cas  pour  que  leurs  résultats  puissent  être  acceptés  tels  quels, 
sans  contrôle;  dans  ce  but,  nous  avons  entrepris  toute  une 
série  d'essais  qui  sont  exposés  ici,  et  qui,  nous  l'espérons  pour- 
ront être  poursuivis  sur  une  plus  vaste  échelle. 

Il  nous  était  nécessaire  tout  d'abord  de  revoir,  dans  la  litté- 
rature concernant  les  ferments  oxydants,  toutes  les  méthodes, 
toutes  les  théories  susceptibles  de  trouver  quelque  application 
dans  le  cas  spécial  qui  nous  intéressait.  Nous  nous  proposions 
entre  autres  d'étudier  h  fond  le  ou  les  ferments  constatés  dans 
la  feuille  de  thé  par  divers  auteurs,  et  notamment  l'oxydase  à 
laquelle  Newton^)  a  donné  le  nom  de  thcase ;  il  était  urgent 
de  déterminer  ces  ferments  dans  les  différents  organes  de  la 
plante,  dans  les  diverses  conditions  où  elle  se  trouve,  puis  de 
les  extraire  pour  étudier  éventuellement  leur  action.  Puis  nous 
voulions  faire  de  même  avec  les  levures  que  nous  avions  réussi 
à  mettre  en  culture,  voir  leur  action  sur  la  feuille  de  thé,  étu- 
dier si  possible  les  ferments  solubles  eicrétés  par  ces  micro- 
organismes, etc. 

Tel  était  le  programme  que  nous  nous  étions  fixé;  mais,  dès 
le  début,  nous  fûmes  arrêtés  par  des  difficultés  de  méthode 
qui  nous  obligèrent  à  reprendre  tout  le  côté  technique  de  la 
question,  de  façon  à  mettre  en  évidence  les  diverses  causes 
d'erreurs  qui  peuvent  se  présenter  et  à  discuter  les  diverses 
méthodes  appliquées;  nous  pensons  être  utiles  à  ceux  qui  pour- 
raient travailler  dans  la  même  direction  que  nous,  sur  les  mêmes 
plantes  et  dans  les  mêmes  conditions,  en  publiant  ici  les  quel- 
ques observations  que  nous  avons  faites;  nous  les  mettrons 
ainsi  en  garde  contre  des  faits  qui  pourraient  venir  fausser 
leurs  résultats,  et  nous  espérons  les  préserver  de  tâtonnements 
qui,  pour  nous,  étaient  inévitables. 

Cette   introduction  nous  était  d'autant  plus  nécessaire  qu'on 

-1)  —  Newton.  Oxydising  enzymes  (Indian  Gardening,  1901).  —  The  fermentation 
of  the  tea  leaf  (Indian  Gard.  1901). 


pourrait  nous  reprocher  clans  la  suite  de  nos  travaux  de  n'avoir 
pas  utilisé  certaines  méthodes  en  usage  en  enzymologie;  nous 
devions  donc  commencer  par  cette  discussion  technique  afin 
de  faire  comprendre  pourquoi  il  nous  a  semblé  préférable  de 
laisser  de  côté,  pour  la  plante  qui  dans  la  suite  nous  occupera 
plus  spécialement  et  dans  les  conditioHS  où  nous  travaillons, 
des  méthodes  qui,  ailleurs,  pour  d'autres  plantes,  pouvaient  être 
appliquées  et  avaient  donné  des  résultats  satisfaisants;  il  res- 
sort du  reste  des  traités  généraux  sur  les  enzymes,  que  les 
méthodes  sont  mal  connues  et  qu'elles  méritent  d'être  étudiées 
dans  chaque  cas  particulier.  Il  va  sans  dire  que  notre  exposé 
n'a  pas  la  prétention  d'être  complet;  nous  n'avons  pas  h  notre 
disposition  toute  la  littérature  du  sujet,  et  peut-être,  dans  la 
discussion  des  méthodes  ou  dans  leur  application,  négligeons- 
nous  des  détails  importants  ou  signalons-nous  des  faits  déjà 
connus  ;  nous  nous  en  excusons  d'avance,  et  nous  espérons  que 
notre  manque  de  ressources  bibliographiques  n'aura  pas  d'influ- 
ence sur  nos  conclusions. 

IL  MÉTHODE. 

a.  Réactifs. 

Nous  ne  portons  notre  attention,  pour  l'instant,  que  sur  les 
ferments  oxydants  connus  sous  les  noms  d'oœydases  et  de  per- 
oxydases  ;  nous  aurons  k  discuter  ci-dessous  la  valeur  de  ces 
termes,  la  nature  de  ces  substances,  leur  mode  d'action  et  les 
rapports  qui  peuvent  exister  entre  elles.  Nous  laissons  tempo- 
rairement de  côté  les  catalases,  quitte  à  y  revenir  dans  des 
recherches  ultérieures,  s'il  nous  paraît  nécessaire  de  définir  le 
rôle  qu'elles  jouent  dans  la  feuille  de  thé,  la  part  qu'elles  peu- 
vent'prendre  à  sa  fermentation;  on  sait,  du  reste,  que  la  cata- 
lase  n'est  plus  considérée  comme  un  véritable  ferment  oxydant. 

Comme  réactifs,  nous  devions  donc  tenir  compte  de  ceux 
permettant  de  mettre  en  évidence  ces  oxydases  et  peroxydases, 
et  en  première  ligne  de  l'émulsion  de  gaïac,  que  des  expériences 
préliminaires   nous   avaient   démontrée  favorable  à  nos  études; 


nous  devions  essayer  également  la  solution  d'iodure  de  potas- 
sium et  d'amidon  qu'on  trouve  souvent  préconisée  dans  la 
littérature,  et  que  nous  discuterons  plus  loin.  Incidemment, 
nous  avons  étudié  l'action  de  ces  ferments  sur  d'autres  sub- 
stances facilement  oxydables,  et  nous  en  parlerons  à  l'occasion. 

La  solution  alcoolique  de  résine  de  gaïac  donne  dans  l'eau 
une  émulsion  d'un  blanc  laiteux  contenant  de  fines  particules 
d'acide  gaïaconique,  substance  oxydable  en  bleu  de  gaïac; 
l'émulsion  oxydée  prend  alors  une  belle  couleur  bleue  ').  Cette 
oxydation  ne  se  fait  à  l'air  que  très  lentement,  mais  elle  se 
fait  directement  et  plus  ou  moins  rapidement  si,  au  liquide, 
on  ajoute  un  peu  d'une  des  substances  connues  sous  le  nom 
d'oxydases. 

Un  peu  d'eau  oxygénée  étant  ajoutée  h  l'émulsion  de  gaïac, 
celle-ci  ne  s'oxyde  que  lentement;  mais  en  présence  d'un  des 
ferments  connus  sous  le  nom  de  peroxydases,  les  particules 
d'acide  gaïaconique  s'oxydent  en  bleu  de  gaïac.  La  réaction  se 
fait  plus  ou  moins  rapidement,  selon  des  conditions  que  nous 
aurons  h  discuter.  Quant  aux  proportions  de  substances  h  utiliser, 
il  n'est  pas  besoin  de  les  exposer  longuement;  l'opérateur 
acquerra  bien  vite  le  tour  de  main  nécessaire  à  obtenir  de 
bonnes  émulsions.  Disons  par  exemple  que  si,  à  10  cm^  d'eau ^) 
on  ajoute  1  cm^  d'une  solution  alcoolique  à  2"/,,  de  résine  de 
gaïac  ^),  on  aura  une  émulsion  très  propre  à  la  réaction.  Quant 
à  l'eau  oxygénée,  nous  avions  dans  une  burette  une  solution 
contenant  5  cm^  d'eau  oxygénée  concentrée  (30"/,,)  plus  100  cm^ 
d'eau  distillée.  Nous  parlerons  plus  loin  des  effets  de  la  con- 
centration de  l'eau  oxygénée  sur  la  réaction. 


1)  La  solution  alcoolique  de  gaïac  peut  aussi  donner  directement  la  réaction,  mais 
rémulsion,  d'un  blanc  laiteux,  est  d'un  emploi  plus  commode,  le  bleuissement  étant 
plus  distinct. 

2)  Il  est  à  peine  besoin  d'insister  sur  la  nécessité  de  travailler  toujours  avec  de 
l'eau  distillée,  et  même  distillée  dans  des  conditions  spéciales  de  pureté;  nous  verrons 
en  effet  que  des  traces  de  sels  de  fer,  de  cuivre,  de  plomb,  des  traces  d'alcalis, 
peuvent  inlluencer  la  réaction. 

3)  Nous  reviendrons  sur  le  fait  qu'il  est  nécessaire  d'employer  des  solutions  alcoo- 
liques de  gaïac  fraîchement  préparées. 
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Rappelons  brièvement  les  théories  qui  sont  généralement 
admises  pour  expliquer  Faction  des  deux  groupes  de  ferments 
qui  nous  intéressent. 

Les  peroxydases  auraient  le  pouvoir  de  décomposer  Tean 
oxygénée  (Hj  0.)  ou  d'autres  peroxydes  caractérisés  par  le 
groupe  ?  en  mettant  en  liberté  de  Toxygène  atomique,  donc 
actif,  qui  oxyderait  l'acide  gaïaconique  ou  d'autres  substances 
oxydables.  (Il  faut  se  souvenir  que  les  catalases  décomposent 
Ha  O2  en  mettant  en  liberté  de  l'oxygène  moléculaire,  incapable 
de  provoquer  ces  oxydations).  Les  „oxydases"  ne  seraient  en 
somme  pas  différentes  des  peroxydases  dans  leur  action:  on  ad- 
met qu'elles  peuvent  oxyder  directement  la  gaïac  sans  qu'il 
soit  nécessaire  de  leur  adjoindre  un  peroxyde  (H2  0^  par  exem- 
ple); mais  il  faut  se  souvenir  que,  d'après  la  théorie  de  Bach 
et  Chodafi),  les  oxydases  ne  seraient  pas  des  ferments  simples, 
mais  une  combinaison  de  deux  ferments:  une  peroxydase  (per- 
oxydase-/?)  et  une  „oxygénase",  cette  dernière  étant  un  peroœyde 
organique  du  même  groupe  X[^i  ;  donc,  dans  la  réaction  de 
l'oxydase,  il  s'agirait  encore  de  l'action  de  cette  peroxydase-/5 
sur  un  peroxyde  organique  (l'oxygénase)  qui  céderait  de  l'O 
actif.  Nous  reviendrons  à  plusieurs  reprises  pour  les  discuter 
sur  ces  théories;  il  suffisait  ici  d'en  indiquer  le  principe. 

b.    Influence  de  substances  pulvérulentes  sur  la  réaction. 

Comme  nous  avions  à  notre  disposition  d'abondantes  cultures 
de  la  levure  blanche-laiteuse  dont  nous  avons  parlé  dans  notre 
précédente  note  ^),  il  nous  semblait  intéressant  d'en  extraire 
si  possible  des  ferments  oxydants;  nous  pensions  obtenir  les 
meilleurs  résultats  en  broyant  fortement  les  masses  de  cellules 
de  levures  avec  du  sable  fin,  jusqu'à  en  obtenir  une  pâte  ho- 
mogène qu'on  diluerait  dans  de  l'eau,  pour  y  faire  agir  ensuite 


1)  Chodat  et  Bach.  Untersucliungen  iiber  die  Rolle  der  Peroxyden  in  der 
Chemie  der  lebenden  Zellen.  (Diverses  publications  dans  les  Berichte  der  deutschen 
cliern.  Gesellschaft,  1902 — 1904).  —  Recherches  sur  les  ferments  oxydants  (Arch. 
des  Se.  Pliys.  et  Natur.,  Genève,  1904).  —  Etc. 

2)  Bernard.  Sur  la  pré.sence  de  levures,  etc. 


les  réactifs  des  oxydases  et  peroxydases.  On  sait  que  plusieurs 
auteurs  ont  pu,  après  avoir  broyé  des  cellules  de  levures  avec 
du  sable,  obtenir  un  extrait  aqueux  où  des  ferments  étaient 
en  solution. 

Nous  avons  pu  faire,  à  propos  de  cette  méthode,  quelques 
observations  qui  nous  semblent  dignes  d'être  relevées,  car  nons 
n'avons  pas  pu  les  trouver  citées  dans  la  littérature. 

Quand  nous  avions  dilué  la  pâte  obtenue  comme  il  est  in- 
diqué ci-dessus  dans  de  l'eau  et  que  nous  avions  ajouté  du  gaïac 
et  un  peu  d'eau  oxygénée,  nous  apercevions  bientôt  que  l'émul- 
sion  prenait  une  teinte  bleue  assez  vive  et  qui  allait  s'accen- 
tuant  peu  h  peu;  nous  pensions  au  premier  abord  être  en  pré- 
sence d'une  réaction  provoquée  par  une  peroxydase  existant 
dans  les  cellules  de  nos  levures;  mais  si,  en  effet,  comme  nous 
le  verrons,  nos  levures  peuvent  excréter  de  la  peroxydase,  elles 
possèdent  ce  ferment  en  quantités  très  petites  et  qui  ne  con- 
cordent nullement  h  la  forte  réaction  indiquée  ci-dessus;  en 
laissant  reposer  le  liquide  où  nous  avions  fait  la  réaction,  et 
en  recommençant  l'expérience  sans  agiter  les  tubes,  nous  pûmes 
alors  nous  rendre  compte  que  la  coloration  se  faisait  h  partir 
de  la  base  du  verre,  là  où  s'était  formé  un  dépôt  constitué 
par  le  sable  et  par  les  Jevures.  Nous  pouvions  nous  demander 
si  peut-être,  dans  le  fait  d'employer  du  sable,  ne  résidait  pas 
une  cause  d'erreur  et  nous  avons  répété  l'expérience  en  broyant 
du  sable  seul,  et  non  plus  avec  des  levures;  nous  nous  convain- 
quîmes alors  que,  dans  ces  conditions,  la  réaction  se  produisait 
tout  aussi  bien  ;  le  sable  *)  provoquait,  en  présence  de  Ho  O2 , 
l'oxydation  de  l'acide  gaïaconique  en  bleu  de  gaïac,  il  agissait 
sur  l'eau  oxygénée  h  la  façon  des  ferments  connus  sous  le  nom 
de  peroxydases.  L'expérience  fut  répétée  à  maintes  reprises  et 
donna  toujours  les  mêmes  résultats:  la  coloration  bleue  du 
gaïac  était  plus  forte  si  la  quantité  du  sable  était  plus  con- 
sidérable, ou  bien  s'il  avait  été  plus  finement  broyé;  la  réac- 
tion provenait  bien  du  sable  et  non  d'une  autre  substance  qui 


1)  Nous  avons  travaillé  avec  le  sable  fin  dit  .,Seesand  mit  Silure  gereinigt"  de  Merck. 
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aurait  pu  exister  dans  rémiilsion,  car  en  observant  le  dépôt 
du  sable  au  fond  du  tube,  on  le  voyait  rapidement  prendre 
une  teinte  bleue  qui  se  répandait  dans  le  liquide  h  la  moindre 
agitation  ;  si  le  sable  avait  été  bien  pulvérisé,  de  façon  que 
Teau  en  soit  devenue  trouble,  la  réaction  se  manifestait  dans 
toute  la  masse  de  l'émulsion. 

Malgré  que  cette  supposition  fût  bien  improbable,  nous  avons 
pensé  que  notre  sable  pouvait  contenir  des  impuretés,  peut- 
être  des  substances  vivantes,  ou  tout  au  moins  des  matières 
organiques  qui  viendraient  fausser  nos  observations;  mais  tel 
n'était  pas  le  cas;  nous  avons  utilisé  le  sable  soit  après  l'avoir 
chauflé  au  rouge  sur  une  plaque  métallique,  soit  après  l'avoir 
fait  bouillir  pendant  plusieurs  heures,  et  les  résultats  obtenus 
furent  toujours  les  mêmes.  On  pourrait  supposer  que  de  petites 
quantités  de  combinaisons  de  fer,  manganèse  ou  autres  métaux, 
existant  peut-être  dans  le  sable,  pourraient  éventuellement  par- 
ticiper h  la  réaction;  mais  des  essais  nous  ont  montré  que  les 
réactions  obtenues  avec  des  traces  de  ces  métaux,  ne  semblent 
pas  correspondre  à  celles  obtenues  avec  le  sable. 

L'expérience  fut  reprise  avec  des  solutions  de  pyrogallol  ou 
d'hydroquinone,  auxquelles  nous  avions  ajouté  un  peu  de  H2  O2  et 
qui,  sous  l'action  du  sable,  s'oxydaient  bien  plus  vite  et  bien 
plus  fortement  que  dans  les  flacons  téoioins,  dépourvus  de  sable. 

Divers  essais  nous  ont  démontré  que  ce  sont  bien  les  très 
fines  particules  de  sable,  restées  en  suspension  dans  le 
liquide  à  la  façon  des  substances  colloïdales,  qui  provoquent 
la  réaction;  entre  autres  ce  fait  que  le  liquide  trouble,  chargé 
de  particules  de  sable,  ne  pouvait  plus,  après  avoir  été  clarifié 
par  filtration  au  filtre  Pasteur,  activer  le  bleuissement  du  gaïac. 
L'activité  de  ces  particules  serait  due  à  leur  énorme  surface, 
d'autant  plus  considérable  qu'elles  sont  plus  ténues;  leur  action 
est  donc  catalytique,  c'est  à  dire  que,  par  leur  présence,  elles 
sont  capables  de  provoquer  ou  d'activer  une  réaction  ;  comme 
sur  tant  d'autres  phénomènes  catalytiques,  la  température  a 
une  grande  influence  sur  cette  réaction  du  sable.  Pour  le  dé- 
montrer, nous  avons  fait  un  certain  nombre  d'essais  h  diverses 
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températures,  et  nous  avons  vu  que,  à  0°  environ,  l'émulsion  de 
gaïac  bleuit  très  faiblement  et  très  lentement,  que  la  réaction 
est  faible  encore  à  10°,  qu'elle  est  beaucoup  plus  apparente  et  plus 
rapide  à  la  température  ordinaire  (26°),  qu'elle  est  encore  plus 
forte  h.  50°,   enfin   qu'elle   est  très  forte  et  immédiate  h  70°  ^). 

Nous  reviendrons  plus  loin  sur  cette  propriété  du  sable 
d'activer  l'eau  oxygénée  et,  comme  nous  le  verrons,  d'autres 
peroxydes,  et  de  permettre  ainsi  de  les  mettre  en  évidence. 

Il  était  nécessaire  de  démontrer  si  cette  action  était  spéci- 
fique du  sable,  ou  bien  si  d'autre ^  substances  encore  pouvaient, 
à  l'état  pulvérulent,  activer  de  façon  analogue  le  peroxyde 
d'hydrogène;  sans  entrer  dans  les  détails,  nous  dirons  que  des 
sables  de  diverses  provenances,  du  verre  pilé,  du  sable  de  dia- 
tomées (Kieselguhr),  de  la  pierre  ponce  pulvérisée,  donnaient  tous 
très  fortement  la  réaction  bleue  du  gaïac  en  présence  d'eau 
oxygénée;  du  gyps,  de  l'oxalate  de  calcium,  du  marbre  en 
poudres  fines  donnaient,  quoique  moins  fortement,  la  même 
réaction;  enfin  des  poudres  organiques,  comme  de  l'amidon,  pro- 
voquaient elles  aussi,  mais  lentement  et  très  faiblement  l'oxy- 
dation du  gaïac. 

Nous  avons  dû  tirer  cette  première  conclusion  que,  pour  nos 
recherches,  nous  devions  repousser  absolument  l'emploi  de  sub- 
stances en  poudres  fines  pour  l'extraction  des  ferments  à  étu- 
dier, à  moins  toutefois  qu'il  ne  fût  possible  de  filtrer  l'extrait 
dans  un  filtre  de  porcelaine  et  de  le  débarrasser  ainsi  de  toutes 
particules  solides. 

c.    La  réaction  vis  à  vis  des  alcalis. 

Quand  nous  opérions  avec  la  poudre  de  verre,  nous  pouvions 
voir  rémulsion  prendre  non  pas  une  teinte  franchement  bleue, 
mais  d'un  vert  plus  ou  moins  accentué;  l'adjonction  de  faibles 
quantités   d'acide  rétablissait  la   couleur   bleue;   c'est   en  effet 


1)  On  peut  rapprocher  ces  observations  des  résultats  obtenus  par  Bredig  au 
cours  de  ses  belles  recherches  sur  les  ,, ferments  inorganiques".  (G.  Bredig.  —  Anor- 
ganische  Fermente,  Leipzig,  1901). 
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l'alcalinité  du  verre  qui  fait  apparaître  cette  teinte  verdâtre  ; 
cette  observation  nous  a  été  fort  utile  dans  la  suite  de  nos 
recherches,  car  elle  nous  a  mis  en  garde  contre  une  cause 
d'erreur  pouvant  venir  fausser  certains  résultats:  par  l'emploi 
d'éprouvettes  ayant  séjourné  quelque  temps  dans  le  laboratoire 
et  dont  le  verre  s'est  plus  ou  moins  gâté,  le  liquide  devient 
alcalin,  même  si  les  éprouvettes  ont  été  soigneusement  lavées, 
et  la  réaction  des  ferments  oxydants  n'est  plus  aussi  distincte'). 

d.    Réactmi  provoquée  par  divers  oxydants. 

Nous  n'ignorons  pas  que  l'émulsion  de  gaïac  peut  s'oxyder 
et  prendre  sa  couleur  bleue  caractéristique  sous  l'influence  de 
nombreuses  substances  oxydeaites;  on  en  trouve  cités  une  foule 
de  cas  dans  la  littérature^);  au  cours  de  nos  recherches,  nous 
avons  eu  l'occasion  d'étudier,  ^  titre  de  comparaison,  les  réac- 
tions provoquées  par  divers  composés  du  manganèse  (par  exem- 
ple par  le  permanganate  de  potasse,  et  par  le  peroxyde  de 
manganèse)  par  le  peroxyde  de  plomb,  par  les  sels  ferriques, 
etc.;  mais  dans  la  plupart  de  ces  cas,  comme  ont  pu  le  démon- 
trer nos  essais,  il  ne  s'agissait  pas  de  catalyses  au  sens  propre 
du  terme,  c'est  à  dire  de  réactions  où  une  des  substances,  dont 
l'action  est  disproportionnée  à  la  masse,  provoque  ou  accélère 
le  phénomène  et  semble  n'y  pas  prendre  une  part  directe.  Les 
combinaisons  que  nous  avons  citées  participent  directement  à 
la  réaction;  celles  par  exemple  qui,  comme  H2  O2,  possèdent  le 
groupement  ~i  agiront  à.  la  façon  de  l'eau  oxygénée,  et  cé- 
deront un  de  leurs  atomes  d'oyygène  pour  oxyder  l'acide  gaïa- 
conique;  mais  certains  peroxydes  (MnOa,  PbO.2)  agissent  directe- 
ment, tandis  que  d'autres  (H2  O2  par  exemple)  ont  besoin  d'être 


\)  Nous  pûmes  nous  rendre  compte  que  le  gaïac  décèle  des  traces  d'alcali  avec 
une  grande  sensibilité;  en  faisant  des  solutions  d'alcalis  si  diluées  que  le  tournesol 
ne  parvenait  pas  à  les  mettre  en  évidence,  le  gaiac  prenait  déjà  la  teinte  jaune 
caractéi'istique. 

2)  Voir  à  ce  sujet  les  travaux  de  Scli  o  e  n be  i  n,  Bredig,  Sj  ol  le  ma,  (Etudes 
sur  les  solutions  colloïdales  d'oxyde  de  Manganèse),  Chodat  et  ses  collaborateurs, 
Czapek  (Biochemie  der  Pllanzen,  II.  P.  404),  Bertrand  (Recherches  sur  la  lac- 
case),  etc.,  etc. 
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dédoublés  par  une  peroxydase  qui  met  en  liberté  de  l'oxygëne 
actif.  Bien  au  contraire,  les  substances  pulvérulentes  dont  nous 
parlions  ci-dessus  nous  ont  paru  agir  catalytiquement. 

e.  Emploi  de  la  solution  amidonnée  d'iodure  de  Potassium. 

Outre  l'émulsion  de  gaïac,  il  nous  semblait  nécessaire  d'utiliser 
encore  d'autres  substances  pour  déceler  la  présence  des  ferments 
oxydants;  nous  avons  déjà,  dit  quelques  mots  de  l'hydroquinone 
et  du  pyrogallol  qui  nous  ont  paru  moins  commodes  k  appli- 
quer au  cours  de  ces  recherches  préliminaires  que  l'émulsion  de 
gaïac  ^);  mais  comme  nous  rencontrions  fréquemment  citée  dans 
la  littérature  la  décomposition  de  l'acide  iodhydrique  comme 
réactif  d'une  application  facile,  il  nous  semblait  bon  de  l'es- 
sayer; ce  réactif,  reposant  sur  le  dégagement  d'iode  à  partir 
d'une  solution  acidulée  d'iodure  de  potassium  et  d'amidon  so- 
luble,  nous  a  conduit  à  une  série  d'observations  qui  doivent 
être  brièvement  discutées  ici. 

Certains  auteurs  ont  indiqué  cette  solution  comme  un  réactif 
des  peroxydases  ;  d'autres  ont  pensé  pouvoir  mettre  les  oxydases 
en  évidence  par  ce  dégagement  d'iode;  il  doit  certainement  y  avoir 
à  ce  propos  un  malentendu;  car  nous  avons  pu  nous  rendre 
compte  que  la  coloration  typique  de  l'amidon  apparaît  dans 
la  solution  amidonnée  de  KJ  dès  qu'on  y  introduit  de  l'eau 
oxygénée;  il  est  donc  inadmissible  de  proposer  le  KJ  comme 
réactif  des  peroxydases,  puisqu'il  se  décompose  sous  l'influence 
de  H.2  0.^  sans  adjonction  de  peroxydase  ;  cette  action  directe  de 
Ho  O2,  déjà  signalée,  était  prétendue  lente  et  relativement  faible, 
mais  on  la  disait  vive  et  immédiate  après  adjonction  d'une  per- 
oxydase; nous  ne  pouvons  pas  davantage  nous  ranger  à  cette 
manière' de  voir:  nous  avons  refait  l'expérience  un  très  grand 
nombre  de  fois,  en  variant  les  proportions  de  KJ,  d'amidon,  de 
H2  0.2 ,  en  variant  l'acidité,  en  supprimant  toutes  les  causes  d'er- 
reurs, même  les  plus  invraisemblables  que  nous  pouvions  imaginer, 
et  toujours  le  résultat  fut  identique  :  la  réaction  apparaissait  tout 


4)   Dans   des    recherches   ultérieures,   ces   réactifs   et   d'autres   encore,  utilisés  sous 
cei'taines  conditions,  ont  donné  pourtant  des  résultats  satisfaisants. 
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aussi  rapidement  dans  les  flacons  témoins  (sans  peroxydase)  que 
dans  les  flacons  où  nous  avions  ajouté  le  ferment,  dont  nous 
avons  varié  la  concentration  et  la  provenance.  Il  nous  a  donc 
fallu  renoncer  h  ce  réactif,  tout  au  moins  en  ce  qui  concerne  la 
mise  en  évidence  des  peroxydases.  Tout  aussi  bien,  il  était  inappli- 
quable  en  ce  qui  concerne  les  oxydases;  nous  venons  de  dire 
que  le  peroxyde  d'hydrogène  décompose  l'acide  iodhydrique; 
d'autres  peroxydes,  comme  MnOj ,  PbOo ,  etc.  exercent  la  même 
action;  si  nous  nous  rappelons  maintenant  que  les  „oxydases" 
sont  composées  d'une  peroxydase  et  d'un  peroxyde,  on  com- 
prendra que  c'est  ce  peroxyde  qui  provoque  la  décomposition 
de  HJ,  et  non  pas  le  ferment;  toutes  nos  expériences  ont  en 
efl^et  confirmé  cette  supposition,  et  c'est  k  cette  conclusion  que 
nous  nous  sommes  arrêtés  :  la  réaction  au  iodure  ne  peut  être 
prise  en  considération  pour  mettre  en  évidence  les  ferments, 
elle  ne  fait  que  déceler  la  présence  des  peroxydes;  une  per- 
oxydase sans  peroxydes  ne  peut  provoquer  la  réaction,  les  per- 
oxydes sans  peroxydases  provoquent  toujours  la  réaction.  Celle-ci 
n'est  point  catalytique:  elle  est  très  faible  et  très  lente  (elle 
peut  n'apparaître  qu'après  24  heures)  quand  les  peroxydes  sont 
très  peu  concentrés,  comme  c'est  le  cas  chez  la  plupart  des 
substances  qui  nous  donnaient  la  réaction  d'oxydase.  La  pré- 
sence du  tanin,  tout  en  gênant  dans  une  certaine  mesure  la 
réaction,  ne  la  supprime  pourtant  pas  tout  k  fait;  la  tempéra- 
ture (entre  les  limites  de  0  à  70°)  n'a  pas  une  influence  appré- 
ciable, ni  sur  la  force,  ni  sur  la  vitesse  de  la  réaction,  qu'il 
y  ait  ou  non  de  la  peroxydase. 

f.  Influence  cVun  excès  d'eau  oxygénée. 

Nous  devons  citer  encore  un  point  se  rapportant  à  la  critique 
générale  des  méthodes  et  qu'il  nous  paraît  bon  de  mettre  en 
évidence. 

On  voit  souvent  dans  la  littérature  signaler  ce  fait  que,  la 
réaction  de  la  peroxydase  étant  apparue  avec  une  certaine 
intensité,  la  couleur  bleue  diminue  peu  k  peu  pour  disparaître 
bientôt.  Nous  avons  pu,  nous  aussi,  constater  cette  décoloration 
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souvent  assez  rapide  de  rémulsion;  le  ferment  avait  certaine- 
ment vu  son  action  supprimée,  car  à  une  solution  décolorée, 
si  nous  ajoutions  soit  du  gaïac,  soit  une  nouvelle  quantité  de 
Hj  O2 ,  la  couleur  bleue  ne  réapparaissait  que  si  nous  ajoutions 
une  nouvelle  quantité  de  ferment.  En  outre,  cotre  attention  fut 
bien  vite  attirée  sur  ce  fait  étrange  que  la  décoloration  se 
manifestait  h  partir  du  fond  du  tube;  nous  ne  pouvions  d'abord 
nous  expliquer  ce  phénomène,  et  nous  supposions  qu'il  se  pro- 
duisait peut-être  une  réduction  dans  le  liquide,  mais  que,  en 
contact  avec  TO  de  l'air,  cette  réduction  n'avait  pas  lieu  ;  mais 
c'était  une  simple  supposition,  et  des  essais  comparatifs  nous 
permirent  bien  vite  de  conclure  que  l'air  n'avait  pas  une  in- 
fluence de  cette  nature,  car  en  mettant  une  couche  d'huile  ou 
de  benzine  à  la  surface  du  liquide,  ou  en  modifiant  le  dispo- 
sitif de  l'expérience,  nous  nous  convainquîmes  que  le  liquide 
au  fond  du  vase  se  décolorait  même  s'il  était  mis  en  contact 
avec  l'air,  et  que  la  surface  du  liquide  restait  plus  longtemps 
colorée,  même  si  tout  contact  avec  l'air  lui  était  interdit. 

Nous  avons  pu  nous  rendre  compte  que  cette  décoloration 
au  fond  du  récipient  provenait  de  ce  que  nous  n'avions  pas 
sufîisamment  agité  l'éprouvette  et  que  les  liquides  mis  en  réac- 
tion n'étaient  pas  bien  mélangés;  c'est  l'eau  oxygénée  qui  pro- 
voquait la  décoloration,  et  comme,  par  suite  de  sa  densité, 
elle  était  plus  concentrée  au  fond  du  tube,  c'est  \k  que  la  cou- 
leur bleue  disparaissait  tout  d'abord.  Dès  lors,  nous  n'avons 
jamais  travaillé  sans  veiller  k  ce  que  les  liquides  soient  très 
intimement  mélangés.  Mais  le  phénomène  de  la  décoloration 
n'est  pas  aussi  simple  qu'il  l'apparaît,  et  si  l'eau  oxygénée 
peut  en  effet  avoir  une  action  réductrice,  si  elle  régénère  par 
conséquent  l'acide  gaïaconique,  il  devrait  y  avoir  ré-oxydation 
immédiate  et  la  décoloration  ne  se  manifesterait  pas. 

Mais  tel  n'est  pas  le  cas,  et  nous  ne  pouvons  l'expliquer  que 
par  une  action  destructive  (ou  paralysante)  d'un  excès  de  H.^O, 
sur  le  ferment.  Nous  avons  pu  le  démontrer  en  ajoutant  à  des 
émulsions  de  gaïac  contenant  des  peroxydases  de  provenance 
et  de  concentration  variées,  d'une  part  2  cm^  de  notre  solution 
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de  H^Oj,  d'autre  part  3  gouttes  de  cette  même  solution;  dans 
tous  les  cas  la  réaction  apparaissait  aussi  vite  dans  l'une  et 
dans  l'autre  des  séries,  mais  elle  restait  faible  dans  celle  con- 
tenant un  excès  de  H^  O2  et  devenait  très  forte  dans  celle  qui 
n'en  contenait  que  des  traces  ;  dans  la  première  série,  la  couleur 
bleue  disparaissait  bientôt  totalement,  et  elle  ne  pouvait  être 
rétablie  que  par  l'adjonctiou  d'une  nouvelle  quantité  de 
•peroxydase. 

Dans  un  deuxième  essai,  nous  avions  ajouté  à  des  émulsions 
de  gaïac  contenant  de  la  peroxydase,  un  peu  de  peroxyde 
d'hydrogène,  et  cela  dans  les  proportions  respectives  de  2,  1, 
V2  cm^,  10,  5,  4,  3,  2,  1  gouttes.  Au  début,  la  réaction  fut  dans 
tous  les  tubes  aussi  forte,  et  aussi  rapide,  mais  dans  ceux 
contenant  beaucoup  de  H^  O2,  la  décoloration  pouvait  commencer 
très  vite  et  être  très  vigoureuse,  de  sorte  que  la  réaction 
n'atteignait  même  pas  le  degré  qu'elle  avait  avec  moins  d'eau 
oxygénée.  En  outre,  elle  disparaissait  bientôt  totalement.  Les 
tubes  avec  1  ou  2  gouttes  de  peroxyde  conservaient,  même 
après  24  heures,  leur  vive  coloration  bleue.  Il  faut  donc  que 
le  ferment  soit  détruit  par  l'excès  de  peroxyde  d'hydrogène, 
car,  dans  des  conditions  normales,  son  action  n'est  nullement 
limitée  et  nous  verrons  en  effet  d'autres  essais  qui  parlent  en 
faveur  d'une  action  catalytique  de  la  peroxydase. 

Si  l'enzyme  est  peu  concentrée,  l'action  de  Hj  O2  se  fera 
d'autant  plus  vivement  sentir.  Au  cours  d'un  essai  dans  une 
autre  direction,  deux  tubes  contenaient  la  même  peroxydase, 
environ  10  fois  plus  diluée  chez  un  tube  que  chez  l'autre;  une 
goutte  de  notre  solution  ordinaire  d'eau  oxygénée  faisait 
apparaître  une  forte  réaction  dans  le  tube  où  l'enzyme  était 
concentrée,  tandis  que  le  tube  avec  l'enzyme  diluée  restait  h 
peu  près  incolore.  Ayant  opéré  de  même  avec  une  goutte  de 
H.^  0.^  dix  fois  plus  diluée,  la  réaction  apparaissait  tout  aussi 
forte  dans  le  premier  tube  qu'au  cours  de  la  première  expé- 
rience, et  très  nette  aussi  dans  le  second  tube. 

Les  deux  expériences  suivantes  viennent  démontrer  que  la 
couleur  bleue  ne  disparaît  pas,  ou  du  moins  qu'elle  se  rétablit 
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quand  la  substance  qui  active  H^  0.>  n'est  pas  détruite,  ou  quand 
elle  se  régénère  :  nous  verrons  que  nos  levures  blanches  donnent 
une  réaction  de  peroxydase  bien  appréciable;  si  Témulsion 
contient  1  cni^  de  notre  solution  de  peroxyde  d'hydrogène, 
quantité  suffisante  d'ordinaire  h,  amener  la  décoloration  du  bleu 
de  gaïac,  cette  décoloration,  dans  ce  cas,  n'a  pourtant  pas  lieu; 
nous  l'expliquons  en  admettant  que  les  faibles  proportions 
d'alcool  et  de  H^  O2  qui  se  trouvaient  dans  le  liquide  ne  suffisaient 
pas  pour  tuer  les  levures  qui  ont  continué  k  sécréter  de  la 
peroxydase,  de  sorte  que  la  décoloration  ne  pouvait  pas  se 
manifester;  en  ajoutant  de  plus  fortes  quantités  de  solution 
de  gaïac  et  d'eau  oxygénée,  les  levures  étaient  tuées  et  le 
liquide  se  décolorait. 

Quand  on  fait  le  bleuissement  du  gaïac,  comme  nous  Tavons 
expliqué,  au  moyen  du  sable  en  présence  d'un  excès  de  H.^  0.^, 
le  bleu  de  gaïac  est  bien  en  partie  réduit,  mais  comme  le  sable 
n'est  pas  détruit  et  que  son  action  n'est  pas  supprimée,  la 
couleur  bleue  persiste  et  s'accentue  à  la  base  du  tube,  dans  le 
voisinage  du  dépôt  de  sable. 

Le  sérum  du  latex  de  Castilloa  donne,  comme  nous  le  verrons, 
une  très  forte  réaction  d'oxydase;  même  dans  ces  conditions 
(donc  sans  eau  oxygénée),  la  couleur  bleue  de  la  réaction 
disparaît  assez  rapidement,  et  nous  supposons  que  le  peroxyde 
qui  participe  à  cette  réaction  d'oxydase  a  peut-être  sur  le  bleu 
de  gaïac  la  même  influence  que  H^  0.^  ;  nous  ne  voudrions 
l'affirmer,  ca,r  il  se  pourrait  que  d'autres  causes  encore  provo- 
quassent semblable  décoloration,  comme  la  présence  de  tanin 
peut-être,  ou  celle  d'autres  substances.  Mais  cette  question  sera 
reprise  en  son  temps;  pour  le  moment,  quand  un  auteur 
remarque  le  fait  que  la  réaction  de  peroxydase  diminue  peu 
à  peu,  puis  disparait,  on  peut  se  demander  s'il  a  bien  tenu 
compte  de  cette  action  d'un  excès  d'eau  oxygénée;  en  outre, 
une  conclusion  s'impose:  dans  tous  les  cas,  puisque  la  réaction 
est  aussi  forte  et  aussi  rapide  avec  peu  ou  beaucoup  de  H2O2, 
il  sera  toujours  recommandable  de  n'utiliser  pour  faire  ces  essais, 
que  des  traces  d'eau  oxygénée. 
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g.  Présence  de  i^er oxydes  dans  les  vieilles  solutions  de  gdiac. 

Nous  avons  dit  plus  haut  que  nous  devrions  revenir  sur  la 
nécessité  d'utiliser  des  solutions  de  gaïac  tout  à  fait  fraîches; 
nous  ne  saurions  trop  y  insister,  car  ce  point  ne  nous  semble 
pas  ressortir  de  la,  littérature  avec  une  netteté  suffisante,  et 
pourtant  il  s'agit  là  d'une  source  d'erreurs  fréquemment  négligée. 
Les  auteurs  affirment  bien  qu'il  ne  faut  pas  utiliser  des  émulsions 
vieilles,  mais  il  est  urgent  d'appuyer  cette  assertion  par  des 
exemples  et  par  des  chiffres,  et  de  démontrer  que  non  seule- 
ment l'émulsion,  mais  aussi  la  solution  alcoolique  de  gaïac 
doivent  être  préparées  immédiatement  avant  d'être  employées. 
La  teinture  de  gaïac  et  d'autres  solutions  alcooliques  qu'on 
trouve  dans  le  commerce  sont  généralement  préparées  depuis 
longtemps  et  ne  sont  donc  pas  utilisables  pour  le  but  que  nous 
poursuivons. 

Si  nous  revenons  sur  ce  point,  c'est  que  les  déboires  réservés, 
faute   d'indications   suffisantes,   k   tout   débutant,    ne  nous  ont 
pas  été  épargnés,  et  que,  au  commencement  de  nos  recherches, 
toute    une    série   de  résultats   ont   dû   être   considérés   comme 
erronés   parce   que   le  gaïac   utilisé  par  nous  était  trop  vieux. 
De  la  littérature,  nous  avions  compris  en  effet  que,  par  gaïac 
frais,  il  fallait  entendre  une  solution  qui  n'aurait  pas  séjourné 
pendant   des   semaines   ou   des    mois   dans   une  bouteille,  mais 
nous   pensions,   en  conservant  dans  une  burette  100  cm^  de  la 
solution  alcoolique,  quantité  qui,  vu  nos  nombreux  essais,  était 
épuisée   en   peu   de   jours,    que   nous    restions  dans  des  limites 
convenables.    Or   tel    n'était   pas    le   cas:  nous  nous  aperçûmes 
bientôt  que  le  même  extrait  où  nous  recherchions  de  l'oxydase 
nous    donnait    à    quelques    minutes    d'intervalle    des    résultats 
positifs    ou   négatifs;    ces    derniers    étaient    obtenus   avec   une 
solution  fraîche  de  gaïac,  les  résultats  positifs  avec  une  solution 
de  la  veille  ou  de  l'avant-veille  ;  nous  avons  alors  fait  quelques 
expériences   méthodiques   et  nous   nous   sommes  rendu  compte 
qu'il    faut    déjà    considérer    comme    „ vieilli"    du   gaïac   dissous 
depuis  quelques  heures  dans  l'alcool. 
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En  effet,  dans  cette  solution,  qui  s'oxyde  lentement  à  l'air, 
il  se  forme  très  rapidement  des  peroxydes  dont  la  présence, 
cela  va  sans  dire,  s'oppose  h  utiliser  la  solution  pour  faire  la 
réaction  des  „oxydases",  puisque  ce  gaïac  peroxyde,  en  présence 
d'une  peroxydase,  donnera  une  couleur  bleue  qu'on  pourrait 
attribuer  ci  tort  à  une  oxydase  ^).  Il  est  bien  évident  que  puis- 
que pour  mettre  en  évidence  les  peroxydases,  ou  ajoute  toujours 
des  peroxydes  à  la  solution,  l'emploi  de  gaïac  vieilli  n'aura, 
dans  ce  cas,  pas  les  inconvénients  qu'il  aurait  comme  réactif 
des  oxydases. 

On  fera  bien  cependant  d'effectuer  toujours  le  contrôle  des 
réactifs  par  les  méthodes  que  nous  indiquons  ici,  et  que  nous 
avons  utilisées  dans  tous  les  cas,  dès  le  moment  où  nous  nous 
sommes  rendu  compte  que  nous  faisions  fausse  route. 

Puisque  nous  admettons,  ainsi  que  nous  l'exposerons  plus 
loin,  que,  dans  un  extrait  qui  donne  la  réaction  d'„oxydase", 
il  se  trouve  toujours  des  peroxydes,  il  sera  bon,  quand  on 
obtient  avec  un  extrait  le  bleuissement  direct  du  gaïac,  de 
contrôler  si  cet  extrait  contient  bien  des  peroxydes  (on  utilisera 
pour  cela  la  réaction  au  iodure  amidonné,  comme  nous  l'avons 
exposée  ci-dessus). 

Puis  comme  le  sable,  —  nous  l'avons  vu,  —  active  les 
peroxydes  et  provoque  ainsi  l'oxydation  de  l'acide  gaïaconique 
en  bleu  de  gaïac,  nous  avons  là  un  moyen  tout  indiqué  pour 
reconnaître  s'il  se  trouve  des  peroxydes,  même  en  très  faibles 
traces,  dans  notre  solution  de  gaïac,  et  avant  chaque  série 
d'essais,  nous  avons  toujours  eu  recours  à  un  témoin  contenant 
du  sable  et  démontrant  que  notre  gaïac  était  bien  dépourvu 
de  peroxydes  et  par  conséquent  utilisable. 

A  la  place  du  sable,  pour  démontrer  la  présence  de  peroxydes 
dans  le  gaïac,  on  pourra  utiliser  également  la  solution  iodurée 
amidonnée  qui  donne  une  indication  assez  exacte  et  très  élé- 
gante;   on  opérera  comme   suit:    à  une   solution   non  acidulée 


1)    Ces   peroxydes   se    formant   rapidement    dans    une  solution  vieillie  de  gaïac  ont 
déjà  été  signalés  par  les  auteurs. 

Ann.  Jard.  bot.  Buitenz.  2e  Sér.  Vol.  X.  2 
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de  KJ  et  d'amidon  soluble  on  ajoute  nn  peu  d'une  solution 
vieillie  de  gaïac;  l'émulsion  se  colore  en  bleu,  par  suite  de 
l'oxydation  du  gaïac,  ce  qui  pourrait  peut-être  s'expliquer  de 
la  façon  suivante  par  une  réaction  à  trois  phases:  les  peroxydes 
contenus  dans  le  gaïac  vieilli  céderaient  d'abord  un  atome 
d'oxygène  et  on  aurait: 

P)    0  +  2KJ  +  H,0  -^  J,  +  2K0H 

2")    J,  +  2K0H  -^  KJ  +  KOJ  +  H,0 

3")    KOJ  -^  KJ  +  0 

le  iodure  de  potassium  se  régénère  et  l'atome  d'oxygène  naissant 

se  porte  sur  l'acide  gaïaconique  pour  l'oxyder  en  bleu  de  gaïac. 

Si   au   contraire,   avant  de  faire  la  réaction,  on  a  acidulé  la 
solution    au   iodure  et  à  l'amidon,  elle  prend,  par  l'adjonction 
de  gaïac  vieilli,  une  belle  couleur  violette  provenant  de  la  colo- 
ration de  l'amidon  par  l'iode  mis  en  liberté: 
0  +  2HJ  —  J,  +  H,0 

De  la  résine  de  gaïac  en  morceaux  assez  gros  conservée  depuis 
longtemps  dans  le  laboratoire  pouvait,  sans  inconvénient,  être 
utilisée;  les  morceaux  s'étaient  peut-être  oxydés  à  leur  sur- 
face, mais  il  semble  que  la  résine  n'était  pas  profondément 
modifiée. 

Une  solution  alcoolique  saturée  ne  présente  pas  tous  les 
désavantages  d'une  solution  diluée;  des  peroxydes  s'y  forment 
beaucoup  plus  lentement,  et  semblable  solution  pourrait  être 
utilisée  sans  aucun  doute  plus  longtemps,  mais  nous  avons 
préféré  ne  pas  courir  le  risque  de  voir  nos  résultats  acciden- 
tellement faussés,  et  nous  avons  toujours  employé  des  solutions 
préparées  depuis  peu,  k  partir  de  résine  fraîche. 

h.  EclieUe  colorimétrique 

Pour  ne  pas  rester  dans  des  termes  un  peu  trop  arbitraires, 
nous  avons  essayé,  vers  la  fin  de  nos  recherches,  d'établir  une 
échelle  de  couleurs  à  laquelle  nous  pourrions  comparer  nos  réac- 
tions de  gaïac  et  exprimer  par  un  chiffre  leur  force  approximative; 
ce  procédé,  quoique  un  peu  grossier,  nous  a  donné  de  bons 
résultats,  et  nous  comptons  l'utiliser  dans  la  suite.  Nous  avons 


19 

préparé  des  solutions  h  1°/^^  et  1°/^  d'indigocarmin,  et  nous 
les  avons  diluées  plus  ou  moins,  jusqu'à  obtenir  Téchelle  sui- 
vante (nous  indiquons  à  gauche  le  numéro  d'ordre,  le  degré 
des  réactions,  et  h  droite  les  expressions  que  nous  employons 
parfois  pour  caractériser  les  réactions). 


N° 

Solution 

d'indigo 

Eau 

Solution  alcool, 
de  gaïac  2% 

Force  de  la  réaction. 

1 

7,0  cni^ 

à    17oo 

10  cnr^ 

2  cm^ 

Excessivement   faible. 

2 

•7,0 

l°/oo 

10 

2 

Très  faible. 

3 

1 

ri 

•*■   /oo 

9 

2 

Faible. 

4 

3 

1°/ 

^   /oo 

2 

Assez  faible. 

5 

5 

1°/ 

•^   /oo 

5 

2 

Bonne. 

6 

7 

r/oo 

3 

2 

Assez  forte. 

7 

1 

l7o 

9 

2 

Forte. 

8 

2 

l7o 

8 

2 

Très  forte. 

9 

4 

l7o 

6 

2 

Excessivement  forte. 

Nous  avions  ainsi  une  très  jolie  échelle  d'un  bleu  à  peu  près 
égal  à  celui  du  bleu  de  gaïac,  et  très  régulièrement  ascendante 
des  degrés  1  à  9.  Nous  l'utiliserons  fréquemment  au  cours  de 
nos  recherches. 


B.  Essais  concernant  plus  spécialement  les 
ferments  oxydants  du  thé. 


I.  APERÇU  BIBLIOGRAPHIQUE. 

Comme  nous  l'avons  dit,  deux  tendances  se  manifestent  actu- 
ellement pour  expliquer  la  fermentation  du  thé  :  certains  auteurs 
admettent  que  ce  phénomène  a  lieu  exclusivement  sous  l'influ- 
ence d'enzymes  existant  dans  la  feuille  et  augmentant  au  cours 
de  la  préparation  du  thé,  d'autres  préfèrent  voir  dans  les  trans- 
formations que  subit  la  feuille  de  thé,  un  procès  de  fermen- 
tation microbiologique,  avec  action  exclusive  (ou  du  moins 
prépondérante)  de  levures.  Depuis  que  les  questions  de  ferments 
sont  à  la  mode,  on  s'est  peut-être  un  peu  trop  laissé  guider 
par  des  théories  préétablies,  et  on  a  admis  que,  la  fermentation 
du  thé  étant  une  oxydation,  elle  devait  être  favorisée  par  les 
ferments  se  trouvant  éventuellement  dans  la  feuille;  nous  ne 
voulons  pas  prétendre  dès  maintenant  que  cette  théorie  ne 
répond  pas  à  la  réalité  des  faits;  nous  voulons  seulement  dire 
que,  jusqu'à  présent,  elle  n'a  pas  été  démontrée  de  façon  irré- 
futable, et  que  le  fait  de  rencontrer  des  ferments  oxydants 
dans  les  feuilles  de  thé  n'implique  pas  a  priori  que  ces  enzy- 
mes jouent  un  rôle  dans  le  processus  de  la  fermentation,  les 
enzymes  ayant  très  vraisemblablement  un  rôle  utile  à  jouer 
dans  la  vie  de  la  plante.  Nous  avons  évidemment  affaire,  dans 
la  fermentation  du  thé,  k  un  phénomène  excessivement  com- 
plexe, et  s'il  est  vraisemblable  que  des  enzymes  contenues  dans 
la  feuille  entrent  en  jeu,  il  est  très  possible  aussi  que  des 
levures  jouent  un  rôle  dans  telle  partie  du  procès,  et  il  est 
certain  que  des  facteurs  encore  inconnus  doivent  entrer  en 
ligne  de  compte  ;  à  notre  avis,  c'est  ainsi  que,  au  comruen- 
cement  de  ces  recherches,  le  problème  doit  se  poser.  Avant  de 
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passer  à  la  discusion  de  nos  expériences,  nous  devons  briève- 
ment résumer  les  publications  concernant  ce  sujet;  nous  lais- 
sons de  côté  la  question  des  levures  que  nous  avons  déjh.  som- 
mairement exposée  dans  une  précédente  publication,  et  sur 
laquelle  nous  reviendrons  plus  en  détail  en  temps  utile.  Neu- 
ville') discute  un  peu  plus  h  fond  ces  données  bibliographi- 
ques et  donne  une  liste  des  ouvrages  consultés;  nous  y  ren- 
voyons le  lecteur  désireux  de  connaître  les  travaux  originaux. 
Bamber^)  a  le  premier  reconnu  dans  la  feuille  du  thé  la 
présence  d'un  ferment  oxydant;  Nanninga ''^),  à  peu  près  à 
la  même  époque,  a  porté  également  son  attention  sur  ce  point; 
le  premier  de  ces  auteurs,  et  peu  après  lui  Mann'*),  ont  fait 
d'intéressantes  recherches  sur  cette  enzyme,  et  d'autres  encore 
s'en  sont  occupés.  Il  faut  relever  ici  ce  fait  que  tous  considè- 
rent ce  ferment  (nommé  par  Newton •5)  „tliéase''')  comme  une 
oxydase ;  seul  Nanninga  qui,  dans  ses  premières  allusions  à 
ce  ferment  ^),  parle  d'une  oxydase,  dit  dans  des  notes  manus- 
crites laissées  par  lui  à  Buitenzorg  que:  „rextrait  aqueux  du 
„ferment  ne  donnait  aucune  coloration  bleue  avec  de  la  tein- 
„ture  de  gaïac  fraîchement  préparée,  ce  qui  démontre  l'absence 
«d'une  oxydase;  par  adjonction  d'un  peu  d'eau  oxygénée,  appa- 
«raissait  immédiatement  une  couleur  bleue  intense,  et  cela 
„  aussi  bien  avec  de  la  teinture  de  gaïac  préparée  depuis  un 
«certain  temps  déjà.  Selon  la  littérature  sur  les  oxydases  et 
„les  peroxydases,  cette  réaction  serait  caractéristique  pour  les 
„peroxydasesy  Mais  l'idée  qu'il  s'agit  d'oxydases  est  si  forte 
que  Neuville,  P.  52,  s'exprime  comme  suit:  „ Outre  l'oxydase, 
„il  existe  encore  dans  la  feuille  de  thé  une  peroxydase  et  une 
„catalase  sur  lesquelles  nous  ne  pouvons  être  que  très  bref, 
„en  raison  de  l'obscurité  où  l'on  se  trouve  à  leur  égard." 


1)  Neuville.  Technologie  du  thé.  (Paris,  1905). 

2)  Bamber.  Report  on  Ceylon  tea  soils  . .  .  (1900). 

3)  Nanninga.  7e  verslag  over  de  onderzoekingen  .  .  .  (1900). 

4)  Mann.  The  ferment  of  the  tea  leaf.  I.  II.  III.  (1902,  1903,  1904). 

5)  Newton.  Loc.  cit. 

6)  Nanninga.    Onderzoekingen    omirent    de    theefabrikatie.    (Teysmannia,   Xil, 
P.  223,  1901). 
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Remarquons  toutefois  que  Mann,  qui  travaillait  avant  que 
les  peroxydases  aient  été  bien  étudiées,  a  certainement  eu  la 
notion  de  ces  ferments  et  qu'il  distingue  dans  son  enzyme 
deux  parties:  l'une  („ enzyme  active")  bleuissant  directement 
rémulsion  de  gaïac,  Tautre  qui  ne  fait  cette  réaction  qu'en 
présence  d'eau  oxygénée.  Il  nomme  „ enzyme  totale"  l'ensemble 
des  enzymes  oxydantes  contenues  dans  la  feuille  et  il  admet 
que  l'enzyme  active  serait  une  oxydase,  tandis  que  l'autre 
partie  serait  vraisemblablement  un  zymoghie  inactif  (ou  pro- 
enzyme), qui  acquerrait  ensuite  les  propriétés  actives  de 
l'enzyme  définitive.  Pour  nous,  d'après  ce  que  nous  savons 
actuellement  de  ces  ferments,  nous  sommes  convaincus  que  ce 
«zymogène"  de  Mann  n'était  pas  autre  chose  qu'une  perox3^dase. 

Rappelons  que,  dans  notre  précédente  publication  sur  les 
levures,  nous  disions  i):  „ Jusqu'ici,  nous  ne  sommes  parvenus 
„à  isoler  de  la  feuille  de  thé,  soit  fraîche,  soit  flétrie,  que  de 
„la  peroxydase."  Depuis  lors,  nous  avons  repris  nos  recherches 
et  modifié  notre  manière  de  voir,  et  nous  exposerons  plus  loin 
notre  opinion  sur  la  nature  de  ces  enzymes  du  thé  et  les 
raisons  qui  peuvent  expliquer  les  divergences  entre  les  divers 
auteurs. 

Quant  aux  fonctions  de  ces  ferments,  la  principale  serait, 
d'après  les  auteurs,  l'oxydation  du  tanin  et  de  l'huile  essen- 
tielle, le  dédoublement  d'un  glucoside,  etc.  Il  est  très  possible 
que  cela  soit  exact,  mais  ce  n'est  nullement  démontré  jusqu'ici, 
et  nous  ne  saurions  nous  ranger  à  l'opinion  un  peu  trop 
schématique,  et  en  tout  cas  prématurée,  dont  nous  trouvons  un 
écho  chez  Neuville  quand  il  affirme,  P.  50:  „Avec  la  théase, 
„nous  sommes  en  présence  d'une  substance  qui  régit  toute  la 
«préparation  industrielle  des  feuilles  de  thé"  et  qu'il  ajoute, 
P.  117:  „La  fermentation  normale  paraît  devoir  se  faire  sous 
,,1'influence  exclusive  de  l'enzyme."  Il  dit  encore,  P.  118:  «Toutes 
„les  données  empiriquement  acquises  sur  la  fermentation  du 
„thu....  concordent  parfaitement  avec  ce  que  nous  savons  des 


1)  Bi3rii;ii'(l.  Sur  l;i  i)ié.sence  de  levures....  (P.   17). 
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„ propriétés  de  l'enzyme";  cette  assertion  n'est  certainement 
pas  exacte  ;  justement  l'empirisme  a  démontré  par  exemple  que 
la  température  on  se  fait  le  mieux  la  fermentation  du  thé, 
ne  doit  pas  dépasser  28  à  29°  C,  tandis  que  la  température 
optimum  des  enzymes  est  en  général  bien  plus  élevée;  en 
outre,  n'oublions  pas  que  les  peroxydases  ont  pour  action  de 
rendre  actif  Toxygëne  des  peroxydes,  soit  des  peroxydes  ajoutés 
h  la  solution,  soit,  selon  Bach  et  Chodat,  des  peroxydes 
organiques  (oxygénases)  participant  h  la  constitution  des  „oxy- 
dases".  Ce  serait  donc  par  cette  mise  en  liberté  d'O  actif, 
propriété  de  ces  enzymes,  que  la  fermentation  aurait  lieu;  or 
Mann  a  démontré  que  l'adjonction  d'O  sous  forme  active 
n'accélère  ni  ne  régularise  la  fermentation;  enfin,  nous  l'avons 
dit,  le  mode  d'action  des  ferments  sur  les  divers  constituants 
de  la  feuille  n'est  pas  encore  démontré,  et  c'est  d'une  façon 
un  peu  arbitraire  que  Mann  a  prétendu  voir  un  rapport 
direct  entre  l'arôme  et  l'enzyme,  ou  que  Bamber  a  émis 
l'opinion  que  l'enzyme  doit  avoir  davantage  de  rapport  avec 
la  force  et  la  couleur  du  produit. 

Nous  relevons  dans  les  recherches  des  divers  auteurs  quel- 
ques points  qu'il  importe  de  résumer  un  peu  plus  en  détail,  car 
ils  seront  utiles  h  la  discussion  ultérieure  de  nos  observations, 
soit  en  ce  qui  concerne  le  thé  plus  spécialement,  soit  en  ce 
qui  concerne  eu  général  les  ferments  oxydants. 

Bamber  pensait  que  l'enzyme  du  thé,  substance  donnant 
les  réactions  des  oxydases,  deviendrait  active  quand  elle  serait 
en  présence  des  acides  mis  en  liberté  au  cours  du  roulage,  car 
elle  agit  le  mieux  en  milieu  faiblement  acide  ;  tout  en  admettant 
que  l'enzyme  est  plus  abondante  dans  les  jeunes  feuilles,  il 
ne  pense  pas  pourtant  que  l'arôme  soit  en  relation  avec  la 
quantité  d'oxydase  ;  selon  lui,  elle  jouerait  bien  un  rôle  capital 
dans  la  fermentation  du  thé,  mais  son  influence  se  manifeste- 
rait surtout  sur  la  force  et  la  couleur  du  produit. 

Newton  a  décrit,  pour  mettre  la  „théase"  directement  en 
évidence  dans  la  feuille,  une  méthode  microchimique  que  nous 
devons  rappeler  en  quelques  mots,  car  nous  aurons  certainement 
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à  y  faire  allusion  quand,  au  cours  de  nos  prochains  travaux, 
nous  reprendrons  la  question  de  la  localisation  des  ferments 
dans  les  tissus  de  la  plante  de  thé.  Cet  auteur  a  opéré  de  la 
façon  suivante  (cité  d'après  Neuville,  P.  52):  „De  petits 
fragments  de  feuilles  et  de  tiges  jeunes  sont  plongés  pendant 
quelques  jours  dans  une  solution  alcoolique  d'acétate  de  cuivre. 
Des  coupes  microscopiques  sont  faites  ensuite  dans  ces  frag- 
ments et  lavées  pendant  une  ou  deux  secondes  avec  une 
solution  aqueuse  très  faible  d'acétate  de  fer;  portées  sous  le 
microscope,  ces  coupes  montrent  que,  dans  presque  toutes  les 
cellules,  il  y  a  eu  précipitation  du  tanin.  Si  l'on  fait  alors  agir 
la  teinture  de  gaïac  sur  ces  coupes,  en  la  faisant  pénétrer 
sous  le  couvre-objet,  on  voit  que  les  cellules  externes  se 
colorent  d'abord  en  bleu,  puis  que  de  petits  globules  apparais- 
sent dans  d'autres  parties  de  la  feuille,  principalement  dans  les 
faisceaux  fibro-vasculaires.  Cette  recherche  est  assez  délicate; 
la  section  entière  peut  se  colorer  en  bleu  intense,  et  s'obscurcir 
ainsi  de  manière  à  rendre  toute  observation  impossible".  Les 
quelques  essais  que  nous  avons  faits  jusqu'ici  en  application 
de  ce  procédé  ne  nous  ont  pas  paru  satisfaisants,  et  il  nous 
semble  que  la  méthode  ne  peut  donner  de  bons  résultats,  parce 
que  les  sels  de  cuivre  et  de  fer,  ainsi  que  nous  l'avons  montré 
dans  la  discussion  des  méthodes,  donnent  la  réaction  au  gaïac, 
sans  ferment;  or,  un  lavage  de  quelques  secondes  ne  débarras- 
sera pas  de  l'acétate  de  cuivre  les  coupes  qui,  du  reste,  ne 
sont  pas  lavées  après  leur  passage  dans  l'acétate  de  fer,  sub- 
stances qui  certainement  viendront  donner  des  indications 
fiiusses  et  pourront  faire  croire  h,  tort  à  la  présence  d'une 
oxydase  dans  les  tissus. 

Newton  a  indiqué,  dans  les  racines  de  la  plante  de  thé 
la  présence  d'une  quantité  notable  de  „théase". 

Les  savants  qui,  à,  Buitenzorg  se  sont  occupés  de  la  fermen- 
tation du  thé,  n'ont  pas  fait  des  recherches  approfondies  sur 
la  présence  et  sur  le  rôle  d'une  enzyme  dans  le  phénomène; 
V.  Romburgh  et  Lohmann  ont,  par  leurs  essais  de  fermen- 
tation en  présence  de  chloroforme,  expériences  reprises  ensuite  par 
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Nanninga,  voulu  démontrer  que  la  fermentation  se  produit 
indépendamment  de  tout  élément  vivant;  plus  tard,  peu  avant 
son  départ,  Nanninga  a  isolé  du  thé  une  peroxydase  et,  se 
rencontrant  en  ceci  avec  plusieurs  enzymologues  spécialistes 
des  ferments  oxydants,  il  semble  vouloir  admettre  que  l'action 
de  la  peroxydase  du  thé  est  due  aux  combinaisons  de  man- 
ganèse qui  entrent  dans  sa  constitution;  ces  recherches  n'ont 
pas  été  publiées,  et  il  va  bien  sans  dire  que  nous  ne  nous 
sentons  pas  en  droit  de  les  discuter  plus  h  fond  ;  nous  ne  les 
citons  ici  que  pour  mémoire,  et  à  cause  des  intéressantes  con- 
clusions auxquelles  l'auteur  avait  abouti. 

Nous  n'avons  plus  maintenant  que  quelques  mots  k  dire  des 
recherches  de  Mann,  l'auteur  qui  a  étudié  le  plus  en  détailles 
ferments  oxj^dants  de  la  feuille  du  thé,  et,  bien  que  nos  conclu- 
sions s'écartent  parfois  de  celles  de  cet  auteur,  nous  ferons  sou- 
vent appel  à  sa  grande  autorité  en  la  matière,  et  nous  baserons 
le  plus  souvent  nos  essais  sur  les  méthodes  qu'il  a  établies. 

Nous  avons  déjà  dit  que  la  distinction  établie  par  l'auteur 
dans  son  „enzyme  totale",  entre  une  „enzyme  active"  et  un 
zymogène  ne  nous  paraît  plus  être  conforme  à  nos  connais- 
sances actuelles  des  oxydases  et  peroxydases,  mais  nous  devons 
ajouter  que,  si  cette  conception  nous  paraît  maintenant  un  peu 
désuète,  elle  pouvait,  au  moment  où  Mann  publiait  ses  résul- 
tats, fort  bien  se  soutenir,  et  elle  n'enlève  rien  à  la  valeur  de 
ses  belles  recherches. 

Ayant  isolé  l'enzyme  par  une  méthode  que  nous  indiquerons 
tout  à  l'heure,  Mann  a  réussi  à  provoquer,  au  moyen  de  cette 
substance,  l'oxydation  de  divers  corps  facilement  oxydables,  et 
il  prévoit  qu'elle  agira  de  même  sur  les  tanins,  huiles  essen- 
tielles et  autres  composants  de  la  feuille  de  thé;  Bamber  et 
Wright  ï)  ayant  traité  par  la  théase  une  solution  de  tanin 
du  thé  ont  pu  constater  le  brunissement  du  liquide.  Puisque 
cette  action  sur  le  tanin  est  notoire,  il  devient  nécessaire, 
pour   extraire   l'enzyme   d'éliminer    préalablement   le  tanin,  et 


1)  Bamber  and  Wright.  —  Indian  Gardening  1902. 
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c'est  Ik-dessus  que  repose  la  méthode  de  Mann;  nous  nous 
contentons  de  la  citer  ici,  nous  la  discuterons  plus  loin:  il 
prend  10  gr.  de  feuilles  de  thé  fraîches  et  les  broie  intimement 
avec  5  gr.  de  poudre  de  peau;  il  en  obtient  une  masse  pâteuse 
dans  laquelle  le  tanin  est  fixé  par  la  poudre  de  peau;  la  pâte 
est  traitée  à  l'eau  où  on  la  laisse  macérer  pendant  deux  heures, 
puis  on  exprime  le  suc  à  travers  une  étoffe  ;  on  a  ainsi  une 
solution  aqueuse  qui,  selon  Manu,  est  dépourvue  de  tanin,  et 
qui  contient  les  enzymes. 

En  appliquant  cette  méthode,  et  en  titrant  par  l'émulsion 
de  gaïac  les  quantités  relatives  d'enzyme,  Mann  conclut  que 
la  quantité  d'enzyme  devient  de  moins  en  moins  forte  à 
mesure  qu'on  s'éloigne  de  l'extrémité  du  rameau,  qu'elle  aug- 
mente au  cours  du  flétrissage,  et  qu'elle  est  plus  forte  chez 
des  plantes  donnant  un  produit  plus  haut  coté  sur  le  marché  ^); 
et  l'auteur  pense  qu'il  y  a  relation  entre  la  quantité  d'enzyme 
et  la  qualité  du  thé,  et  en  particulier  avec  l'arôme  du  produit; 
il  y  aurait  selon  toute  probabilité,  dit  Neuville,  une  action 
de  l'enzyme  sur  l'huile  essentielle  et  sur  le  glucoside,  qui 
favoriserait  la  formation  de  nouveaux  corps  aromatiques. 

Si  certaines  parties  de  la  plante,  comme  les  tigelles  par  exem- 
ple, qui  contiennent  une  forte  proportion  de  théase,  ne  donnent 
pas  un  produit  apprécié,  c'est,  disent  les  auteurs,  parce  que  ces 
organes  ne  contiennent  pas  les  substances  oxydables  sur  les- 
quelles doit  porter  l'action  de  l'enzyme  (entre  autres  les  tanins). 

Mann  affirme  encore  que  la  théase  est  très  sensible  à  la 
chaleuL-,  qu'elle  est  très  active  à  54°,  que  son  action  est 
beaucoup  plus  faible  â  62°  et  qu'elle  cesse  probablement  tout 
à  fait  au  delà  de  cette  température.  Bamber  et  Wright  ont 
remarqué  qu'elle  agit  le  mieux  en  milieu  faiblement  acide,  mais 
qu'une  certaine  proportion  d'acides,  surtout  d'acides  minéraux, 
la  détruit.  Les  alcalis  agiraient  eux  aussi  sur  l'action  de 
l'enzyme,  mais  h  un  moindre  degré  que  les  acides. 


1)  Mann,  dans  ses  analyses,  donne  des  chiffres  se  rapportant  à  r„enzyme  active" 
ou  oxydase,  et  à  r„enzyme  totale",  mais  c'est  la  première  que  lui  paraît  caracté- 
ristisque  et  c'est  à  la  proportion  de  cette  substance  qu'il  attache  de  l'importance. 
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II.  RECBERCHES  SPECIALES.  ') 

a.  Infiiience  du  tanin  et  (Vautres  substances  oxydables 
sur  la  réaction. 

Ayant  constaté  les  lacunes  nombreuses  qui  existent  dans 
l'étude  des  enzymes  de  la  feuille  de  thé,  il  était  nécessaire, 
après  s'être  mis  au  courant  des  méthodes  et  avoir  discuté  leur 
valeur,  de  reprendre  très  exactement  et  très  méthodiquement 
ces  recherches  encore  très  imparfaites,  et  il  nous  a  paru  urgent, 
avant  tout,  de  refaire  en  utilisant  les  mêmes  procédés,  les 
expériences  des  divers  auteurs,  et  notamment  celles  de  M  a  n  n. 

Nous  avons  voulu  agir  d'abord  de  façon  purement  qualitative, 
afin  de  nous  orienter,  et  nous  avons  pris  des  quantités  arbi- 
traires de  diverses  parties  de  la  plante  de  thé,  que  nous  broyions 
dans  un  mortier  avec  un  peu  d'eau;  le  suc  extrait  par  filtration 
de  ces  broyats,  était  alors  ajouté  à  de  l'éuiulsion  de  gaïac 
préparée  avec  une  solution  tout  k  fait  fraîche  de  résine,  puis 
à  de  l'émulsion  additionnée  de  traces  de  H^Oi.  Les  premiers 
résultats  ainsi  obtenus  nous  frappèrent  bien  vite  par  leur  dis- 
cordance. Le  plus  souvent,  nous  obtenions  une  réaction  d'oxy- 
dase  nulle;  à  peine  parfois  le  gaïac  prenait-il  une  teinte  légè- 
rement bleuâtre,  et  nous  pensions  alors  que  notre  première 
assertion,  conforme  aux  indications  sommaires  de  Nanninga, 
se  confirmerait,  à  savoir  qu'il  n'est  pas  possible  de  mettre  une 
oxydase  en  évidence  dans  la  plante  de  thé.  Mais  de  plus,  la 
réaction  de  peroxydase  nous  apparaissait  très  irrégulièrement, 
tantôt  très  forte,  tantôt  nulle  ou  excessivement  faible;  cela 
nous  frappa  d'autant  plus  vivement  quand,  opérant  de  façon 
un  peu  plus  exacte,  en  prenant  des  quantités  toujours  les 
mêmes  des  divers  organes,  il  nous  semblait  travailler  dans 
des   conditions  qui  nous  paraissaient  toutes  comparables.  Nous 


1)  Depuis  que  ce  travail  est  à  l'impression,  les  recherches  ont  été  poursuivies  et 
sous  certains  rapports  ont  conduit  à  des  résultats  qui  venaient  compléter  et  dans 
quelques  cas  modifier  les  données  exposées  ici.  Ces  nouvelles  études  seront  publiées 
en  leur  temps. 
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nous  sommes  demandé  alors  si  une  substance  n'était  pas  pré- 
sente qui  viendrait  empêcher  d'apparaître  l'une  et  l'autre  des 
réactions,  et  nous  avons  pensé  tout  d'abord  au  tanin,  puisque 
les  auteurs  disaient  qu'il  fallait  avant  tout  élimiuer  le  tanin 
pour  pouvoir  extraire  l'enzyme. 

Pour  contrôler  cette  influence  éventuelle  du  tanin,  nous  avons 
fait  les  essais  suivants  : 

Des  feuilles  de  thé  broyées  dans  de  l'eau  et  exprimées  dans 
un  morceau  d'étoffe  donnent  un  suc  qui,  en  général,  ne  montre 
pas  de  réaction  d'oxydase,  et  qui  ne  montre  qu'une  réaction 
de  peroxydase  excessivement  faible,  quelquefois  h  peine  percep- 
tible. Si  cet  extrait  est  conservé  quelque  temps,  il  devient  très 
brun  et  montre  généralement  alors  une  réaction  de  peroxydase 
un  peu  plus  forte;  nous  nous  l'expliquons  par  ce  fait  que,  le 
tanin  s'étant  oxydé,  il  ne  gêne  plus  l'oxydation  des  autres  sub- 
stances oxydables;  en  effet,  si  l'extrait  frais  est  traité  quelque 
temps  à  la  poudre  de  peau  qui  en  élimine  une  partie  du  tanin, 
on  a  le  plus  souvent  une  réaction  d'oxydase  plus  ou  moins 
nette  et  une  réaction  de  peroxydase  souvent  très  forte. 

Ces  faits  furent  contrôlés  un  grand  nombre  de  fois,  soit  avec 
de  grandes  quantités  de  feuilles  dont  toute  la  masse  était  ex- 
primée, soit  par  des  essais  en  plus  petit,  portant  sur  des  feuilles 
d'âges  différents  ou  sur  d'autres  organes  de  la  plante  de  thé: 
toujours  les  sucs  expérimentés  tels  quels  étaient  incapables  de 
donner  les  deux  réactions  en  question,  ou  bien  ils  les  montraient 
à  un  faible  degré,  tandis  que  les  sucs  traités  h  la  poudre  de 
peau  permettaient  de  constater  la  présence  bien  nette  des  fer- 
ments oxydants. 

Nous  sommes  allés  plus  loin;  nous  avons  traité  des  sucs 
quelques  minutes,  ou  '/ï  heure,  ou  deux  fois  '/i  heure  à  la 
poudre  de  peau;  nous  en  avons  laissé  d'autres  en  contact  pen- 
dant un  jour,  ou  plus,  avec  la  poudre  de  peau;  dans  d'autres 
cas  enfin,  les  feuilles  ayant  été  broyées  à  plusieurs  reprises 
dans  de  l'alcool  absolu,  ont  été  traitées  à  l'eau,  et  le  filtrat 
obtenu  a  été  intimement  mélangé  trois  fois  pendant  une  heure 
à  la  poudre  de  peau;  nous  avions  ainsi  des  sucs  de  moins  en 
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moins  riches  en  tanin,  et  nous  croyons  pouvoir  affirmer  que 
plus  le  sac  contenait  de  substances  tanniques,  plus  les  réactions 
qui  nous  intéressent  étaient  faibles;  nous  disons  que  nous 
croyons  pouvoir  l'affirmer,  car  nos  expériences  à,  ce  sujet  ne 
sont  pas  encore  définitives  :  nous  n'avons  pas  encore  travaillé 
de  façon  quantitative,  et  c'est  seulement  par  des  procédés 
qualitatifs  (par  le  FeClg)  que  nous  avons  décelé  dans  nos  sucs 
la  présence  de  tanin.  Toute  cette  question  devra  être  reprise, 
car  elle  est  compliquée  et  pourrait  être  d'un  grand  intérêt  dans 
la  pratique.  Il  faudra  étudier  les  nombreux  facteurs  qui  inter- 
viennent :  l'influence  des  diverses  substances  tanniques  ou  d'autres 
combinaisons  de  nature  analogue,  leur  action  selon  leur  con- 
centration, la  limite  à  laquelle  elles  agissent,  leur  effet  selon  les 
substances  oxydantes  et  oxydables  en  présence  desquelles  elles 
se  trouvent,  etc.  En  tout  cas,  pour  l'instant,  nous  pouvons 
affirmer  que  même  après  un  contact  prolongé  avec  la  poudre 
de  peau,  même  après  macération  à  l'alcool  et  traitement  répété 
à  la  poudre  de  peau,  les  extraits  obtenus  par  nous  réagissaient 
encore  avec  le  chlorure  de  fer.  Certainement  l'acide  tannique 
peut,  après  ce  traitement,  être  totalement  éliminé,  mais  il  n'en 
est  pas  de  même  de  l'acide  gallique,  substance  tout  aussi  oxy- 
dable, et  qui,  comme  il  est  facile  de  le  démontrer,  gêne,  la 
réaction  du  gaïac  de  la  même  manière  que  l'acide  tannique; 
pour  cette  raison,  il  nous  semble  impossible  que,  par  la  mé- 
thode très  simple  indiquée  par  Mann,  on  puisse  obtenir  des 
résultats  comparables  et  que  les  chiffres  donnés  par  cet  auteur 
puissent  être  considérés  comme  étant  absolument  exacts;  puis- 
que les  substances  tanniques  sont  impossibles  ou  du  moins  très 
difficiles  à  éliminer  complètement;  puisque  d'autre  part,  elles 
exercent  une  influence  très  sensible  pour  empêcher  l'oxydation 
du  gaïac,  il  ne  sera  pas  possible,  dans  ces  conditions,  d'opérer 
de  façon  quantitative,  et  il  nous  semble  que  ce  point  déjà  (nous 
en  relèverons  d'autres)  enlève  de  leur  valeur  aux  assertions  qui 
veulent  que  le  ferment  diminue  d'une  feuille  à  l'autre  ou  qu'il 
augmente  au  cours  du  flétrissage;  on  pourrait  nous  dire  que, 
pour  avoir  des  données  exactes,  il  faut  extraire  l'enzyme  et  la 
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purifer;  mais  on  n'ignore  pas  que  l'enzyme,  même  extraite 
avec  le  plus  grand  soin,  n'est  pas  encore  pure,  qu'il  faut  pour 
la  purifier  plusieurs  opérations  délicates,  au  cours  desquelles 
on  perd  des  quantités  notables  du  ferment,  et  que,  par  consé- 
quent on  n'aurait  plus  de  données  quantitatives. 

Nous  indiquons  plus  loin  la  méthode  que  nous  avons  appli- 
quée et  qui  nous  a  servi  à  préparer  l'enzyme  du  thé  presque 
totalement  débarrassée  de  substances  tanniques. 

Nous  avons  fait  encore  les  expériences  suivantes:  ayant  ex- 
trait le  suc  de  feuilles  de  thé  et  l'ayant  traité  à  la  poudre  de 
peau  jusqu'à  ce  qu'il  donnât,  bien  distinctes,  les  deux  réactions, 
nous  y  avons  ajouté  de  l'acide  tannique  ou  de  l'acide  gallique, 
etc.  en  diverses  proportions  et  nous  avons  vu  ces  substances 
exercer  une  influence  certaine  sur  les  réactions  qu'elles  gênaient 
fortement  et  finissaient  par  arrêter  tout  à  fait;  c'est  ainsi  par 
exemple  qu'en  ajoutant  au  suc  de  l'acide  tannique  dans  la  pro- 
portion de  l°/oo>  les  deux  réactions  étaient  déjà  plus  faibles 
qu'avant  l'adjonction;  une  proportion  d'acide  tannique  de  2°/^ 
avait  supprimé  totalement  la  réaction  d'oxydase  et  rendu  très 
faible  et  très  lente  la  réaction  de  la  peroxydase.  Le  même 
résultat  fut  obtenu  avec  une  solution  aqueuse  de  l'enzyme 
précipitée  par  l'alcool  et  presque  complètement  dépourvue 
de  tanin. 

On  pouvait  se  demander  de  quelle  nature  était  l'action  du 
tanin;  il  serait  invraisemblable  que  cette  action  portât  sur  le 
ferment  lui-même,  puisque  justement  il  semble  démontré  que 
la  peroxydase  active  l'oxydation  des  substances  tanniques;  des 
expériences  nous  ont  fait  comprendre  que  c'est  sur  la  réaction 
elle-même  que  le  tanin  agit,  et  nous  nous  l'expliquons  de  la 
façon  suivante  :  quand,  dans  une  solution,  il  se  trouve  deux 
substances  facilement  oxydables,  comme  l'acide  gaïaconique  et 
un  tanin,  et  une  substance  oxydante,  l'action  de  cette  dernière 
pourra  se  porter  de  préférence  sur  l'une  des  deux  autres,  soit 
parce  qu'une  de  ces  deux  substances  sera  plus  facilement  oxy- 
dable que  l'autre,  soit  parce  qu'elle  aura  plus  d'affinité  avec  la  sub- 
stance oxydante  ;  ce  cas  n'est  pas  isolé  en  chimie,  et  les  essais  sui- 
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vants  nous  paraissent  en  donner  une  démonstration  péremptoire  ^). 

Nous  avons  ajouté  du  sable  à  une  émulsion  de  gaïac  vieilli 
(peroxyde),  ce  qui,  comme  nous  l'avons  expliqué  dans  la  discus- 
sion des  méthodes,  donne  une  bonne  coloration  bleue;  si,  à  la 
solution,  on  avait  ajouté  du  tanin,  la  couleur  bleue  n'apparaissait 
pas;  du  sable  ajouté  à  une  émulsion  de  gaïac  frais  donnait,  en 
présence  de  traces  de  H,  O2,  une  très  forte  réaction  bleue  ;  en 
présence  de  tanin,  la  réaction  ne  se  manifestait  pas,  ou  restait 
excessivement  faible;  de  même,  la  réaction  de  peroxydes  variés 
sur  le  KJ  amidonné  est  entravée  et  finit  par  s'arrêter  en 
présence  d'acide  tannique,  d'acide  gallique  ou  d'autres  sub- 
stances tanniques;  cette  réaction  pourtant  est  moins  fortement 
influencée  que  celle  du  gaïac:  du  peroxyde  de  manganèse 
donne  directement  avec  Témulsion  de  gaïac  une  très  forte 
réaction  bleue;  si  dans  le  liquide  on  a  dissous  un  peu  d'acide 
tannique,  la  réaction  n'a  pas  lieu. 

Nous  avons  commencé  quelques  essais  en  séries  qui  seront 
repris  dans  la  suite  si  la  nécessité  s'en  fait  sentir: 

A.  10  tubes  contenant  des  solutions  de  plus  en  plus  concen- 
trées d'acide  tannique  (de  T/oo  à,  T/o)  et  de  plus  en  plus 
diluées  de  KJ  amidonné  et  acidulé,  plus  2  gouttes  deH^O.^. 

B.  Tubes  témoins  contenant  la  solution  au  iodure  et  l'eau 
oxygénée   dans   les    mêmes    proportions,   mais  pas  de  tanin. 

C.  Tubes  contenant  les  mêmes  solutions  de  tanin  que  A,  émul- 
sionnées  avec  une  vieille  solution  de  gaïac  (peroxydée)  et 
additionnées   d'un   peu   de   suc  de  thé  riche  en  peroxydase. 

D.  Tubes  témoins. 

Tandis  que,  dans  la  série  B,  la  réaction  diminuait  insensi- 
blement d'intensité  du  premier  tube  au  dixième,  dans  la  série 
A,  elle  diminuait  rapidement  du  premier  au  cinquième  tube, 
elle  était  presque  nulle  dans  le  sixième  et  n'apparaissait  pas 
dans  les  quatre  derniers. 

1)  L'influence  du  tanin  sur  les  réactions  des  ferments  oxydants  a  été  signalée 
depuis  longtemps;  Schoenbein  entre  autres  l'a  mise  en  évidence;  quant  à  notre 
conception  de  cette  action  des  substances  tanniques,  elle  correspond  à  peu  près 
à  celle  de  Hunger,  quand  il  dit  (Ber.  d.  d.  bot.  Geselischaft,  1901)  que  certaines 
substances  réductrices,  comme  des  sucres,  peuvent  gêner  la  réaction. 
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L'inHuence  de  l'acide  tannique  était  plus  marquée  encore 
avec  le  gaïac:  dans  la  série  D,  chez  tous  les  tubes  la  réaction 
était  identique  et  assez  forte,  dans  la  série  C,  elle  était  déjà 
moins  forte  dans  le  premier  tube,  faible  dans  le  second,  k 
peine  perceptible  dans  le  troisième  et  nulle  dans  les  sept  autres. 
Il  en  était  de  même  si,  au  lieu  de  gaïac  peroxyde,  on  avait  pris 
du  gaïac  très  frais  additionné  d'eau  oxygénée;  l'action  du  tanin 
était  un  peu  moins  sensible,  sans  doute  parce  que  le  peroxyde 
activé  du  gaïac  a  un  pouvoir  oxydant  moins  fort  que  celui  de  Ha  0^. 
Le  fait  que,  en  présence  de  tanin,  la  réaction  de  la  peroxy- 
dase  est  entravée,  et  l'explication  que  nous  en  avons  donnée, 
sembleraient  s'opposer  h  l'action  catalytique  de  la  peroxydase, 
que  nous  admettons  plus  loin;  mais  il  faut  se  rappeler  que 
c'est  l'eau  oxygénée,  dont  les  quantités  sont  limitées,  qui  est 
l'agent  direct  de  l'oxydation,  et  la  quantité  de  cette  substance 
doit  par  conséquent  elle  aussi  entrer  en  ligne  de  compte. 

Tous   ces   essais  nous   montrent   combien   il  faudra  attacher 
d'importance    à    la    présence    du   tanin   dans   les    réactions,   et 
combien    il    sera    imprudent    d'affirmer    qu'on    a   des    analyses 
quantitatives   des   enzymes,    tant   qu'on    ne   travaillera   pas  en 
l'absence   des  tanins.   Nous  avons  répété  des  essais  en  suivant 
très  exactement   les   prescriptions   de   Mann,   et  jamais  nous 
n'avons    eu    des    sucs    dépourvus    de    tanins;    en    prenant    des 
quantités   identiques  de   feuilles,  en  les  traitant  tout  a  fait  de 
la   même  façon,  en  y  aioutant  les  mêmes  quantités  de  poudre 
de   peau,   en  les  diluant  avec  des  quantités  égales  d'eau,  nous 
obtenions    des   sucs   dans    lesquels  le  chlorure  de  fer  réagissait 
toujours,  mais  de  façon  inégale,  et  qui  donnaient  avec  le  gaïac 
des  réactions  d'oxydase  difîérentes.  Toutefois,  nous  verrons  qu'un 
traitement  de  quelques  minutes  à  la  poudre  de  peau  élimine  déjà 
suffisamment  de  tanin  pour  que  la  réaction  de  l'oxydase  puisse 
apparaître  et  pour  que  le  peroxydase  ne  soit  presque  plus  gênée 
dans   son    action  ;    cette   méthode   sera   donc  satisfaisante  pour 
effectuer  la  détermination  qualitative  des  enzymes. 

A    titre    de    comparaison,    il    nous    semblait    intéressant    de 
répéter   rapidement   ces   quelques    essais   chez   d'autres   plantes 
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dans  des  organes  plus  ou  moins  riches  en  substances  oxydables; 
c'est  ainsi  que,  après  avoir  saigné  des  plantes  de  Castilloa 
elastica,  nous  séparions  du  caoutchouc  un  sérum  qui  devenait 
très  rapidement  bran  foncé  à  Tair  et  qui  pourtant  donnait  une 
réaction  excessivement  forte  d'oxydase;  cela  semblait  venir  en 
contradiction  avec  nos  observations  sur  le  thé,  mais  cette 
anomalie  n'était  qu'apparente,  car  selon  une  communication 
verbale  de  M.  G  or  ter,  ce  ne  serait  pas  du  tanin,  mais  de 
l'acide  chlorogénique  qui  se  trouverait  dans  ce  sérum  et  provo- 
querait sa  coloration  brune;  il  semblerait  donc  que  cet  acide 
n'exerçât  pas  d'influence  sur  la  réaction,  ou  du  moins  pas  ti 
un  même  degré  que  l'acide  tannique  ou  que  l'acide  gallique, 
car  en  ajoutant  k  ce  sérum  im  peu  de  l'un  ou  l'autre  de  ces 
acides,  la  réaction  d'oxydase  n'apparaissait  plus.  Le  suc  extrait 
de  la  petite  graminée  {Paspalum  platycaulon)  à  laquelle  nous 
faisons  de  fréquentes  allusions,  suc  presque  totalement  dépourvu 
de  tanin,  contenait  une  active  peroxydase  et  des  peroxydes 
relativement  abondants  et  donnait  par  conséquent  une  bonne 
réaction  d'oxydase;  ce  suc  voyait  ses  deux  réactions  gênées, 
puis  supprimées  par  une  adjonction  de  substances  tanniques. 
Il  en  était  de  même  avec  des  sucs  extraits  de  la  pulpe  de 
fruits  bien  luûrs,  sucs  ne  contenant  pas  de  tanin  et  donnant 
(fruits  de  Carica  Papaya)  une  très  forte  réaction  de  peroxydase, 
ou  bien  (fruits  à^Acras  Sapota)  une  très  forte  réaction  de 
peroxydase  et  une  bonne  réaction  d'oxydase;  ces  réactions 
étaient  supprimées  par  l'adjonction  de  tanins.  Des  pelures  de 
bananes,  contenant  une  forte  proportion  de  tanin,  ne  donnaient 
pas  de  réactions,  mais  traitées  avec  la  poudre  de  peau,  elles 
donnaient  une  bonne  réaction  d'oxydase  et  décelaient  une  très 
active  peroxydase.  Chez  l'écorce  de  fruits  de  Garcinia  Mango- 
staiia,  il  se  passe  peut-être  quelque  chose  d'analogue  h  ce  que 
nous  avons  signalé  chez  le  sérum  de  Castilloa;  le  suc  qu'on 
extrait  de  ces  écorces  devient  très  rapidement  brun  h  l'air;  il 
donne  cependant  une  très  forte  réaction  d'oxydase,  qui  disparaît 
si,  à,  ce  suc,  on  ajoute  une  solution  d'acide  gallique,  ou  un 
peu  du  jus  riche  en  tanin  de  l'écorce  des  bananes. 

Ann    Jaid.   Bot.  Buitenz.  2e  Sév    Vol.  X.  3 
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Pouvons-nous  maintenant  tirer  de  ce  qui  précède  quelques 
indications  en  ce  qui  concerne  la  fermentation  du  thé?  On  a 
prétendu  que  la  théase  augmente  si  Ton  passe  des  vieilles 
feuilles  aux  feuilles  plus  jeunes,  qu'elle  augmente  également  au 
cours  du  flétrissage  par  exemple;  mais  est-on  bien  sûr  de  pou- 
voir émettre  cette  opinion  1  connait-on  les  quantités  absolues 
de  Tenzyme*?  ou  bien  même,  est-on  certain  d'avoir  enlevé 
partout  des  quantités  proportionnelles  de  tanins,  qui  permet- 
traient de  dire  que  les  résultats  obtenus  sont  relatifs  et  par 
conséquent  comparables  entre  eux?  n'est-il  pas  probable  par 
exemple  que,  quand  on  prend  du  thé  déjà  flétri,  une  partie  du 
tanin  s'étant  déjà  oxydée,  la  réaction  ne  soit  par  conséquent 
plus  entravée  par  des  quantités  équivalentes  de  tanin  oxydable  ? 

Il  nous  paraît  préférable  de  dire  que  c'est  la  présence  du 
tanin  qui  peut  empêcher  parfois  de  mettre  en  évidence  les  fer- 
ments oxydants  présents  dans  les  divers  organes  de  la  plante  de  thé. 

b.  Peroxydases  et  „oxydases'^''  dans  la  plante  de  thé. 

Puisque  nous  n'avions  pas  encore  pu  trouver  la  méthode 
nous  permettant  d'extraire  des  feuilles  toute  la  quantité 
d'enzyme  qui  s'y  trouve,  et  de  la  débarrasser  des  substances 
comme  le  tanin  qui  gênent  sa  réaction,  il  nous  a  paru  préfé- 
rable de  nous  en  tenir  pour  le  moment  à  des  indications 
qualitatives.  Du  reste,  peu  importe,  puisqu'il  s'agissait  d'abord 
de  déterminer  la  nature,  plutôt  que  la  quantité  des  ferments 
oxydants  des  diverses  parties  de  la  plante  de  thé. 

Les  quelques  rares  indications  quantitatives  que  nous  donnons 
ne  peuvent  avoir  qu'une  valeur  toute  provisoire  et  seront 
reprises  en  leur  temps,  comme  aussi  les  recherches  concernant 
la  localisation  de  ces  enzymes  dans  les  tissus,  leur  spécificité, 
puis  les  expériences  sur  leur  importance  pratique  dans  la 
fermentation  du  thé,  et  autres  questions  connexes. 

D'ordinaire,  et  sauf  avis  contraire,  nous  avons  appliqué  la 
méthode  très  simple  suivante:  nous  avons  broyé  les  feuilles 
ou  autres  organes  à  étudier,  avec  de  la  poudre  de  peau;  nous 
avons   laissé   macérer   suffisamment   longtemps,    de   telle  façon 
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qu'une  bonne  partie  du  tanin  fût  fixée  par  la  poudre  de  peau  ; 
nous  diluions  ensuite  la  masse  ainsi  obtenue  avec  un  peu  d'eau, 
et  nous  filtrions  sur  le  vide.  Nous  avions  ainsi  un  filtrat  assez 
clair  (souvent,  surtout  quand  il  s'agissait  de  feuilles  âgées, 
plus  ou  moins  coloré  en  vert),  contenant  encore  du  tanin, 
mais  suffisamment  pur  cependant  pour  donner  de  façon  très 
satisfaisante  les  diverses  réactions. 

Dans  ces  conditions,  nous  avons  obtenu  certains  résultats 
qui  nous  obligent  h  revenir  sur  notre  précédente  assertion, 
à  savoir  que  nous  n'avions  pas  pu  mettre  en  évidence  d'oxydases 
dans  la  feuille  de  thé;  nos  nouvelles  expériences,  entreprises 
après  élimination  partielle  du  tanin  nous  ont  conduits  à  un 
résultat  en  apparence  tout  différent  de  celui  acquis  précé- 
demment :  nous  avons  en  effet  obtenu  le  plus  souvent  une 
coloration  directe  du  gaïac;  nous  étions  donc  en  présence 
d'une  réaction  cVoxydase  (nous  ne  disons  pas  d'une  ,,oxydase") 
en  général  assez  faible,  pourtant  d'ordinaire  très  appréciable. 
Cette  réaction  montrait  une  irrégularité  remarquable,  c'est-à- 
dire  qu'elle  était  fort  variable  d'une  feuille  à  l'autre  de  la 
même  branche,  d'un  organe  à,  l'autre  de  la  même  plante,  ou 
encore  dans  les  sucs  extraits  d'un  même  organe,  mais  placés 
dans  des  conditions  différentes. 

Cette  irrégularité,  ou  inconstance  de  la  réaction  d'oxydase 
(d'autres  disent  instabilité)  a  été  constatée  à  plusieurs  reprises 
chez  d'autres  plantes;  c'est  ainsi  que,  outre  les  divergences  qui 
se  manifestent  parmi  les  auteurs  qui  se  sont  occupés  des 
enzymes  du  thé,  nous  pouvons  relever  encore  l'opinion  de 
Chodat  et  Bach,  qui  à  plusieurs  reprises  ont  affirmé  que  la 
peroxydase  est  beaucoup  plus  stalile  que  Toxydase  ^),  puis  celle 
de  Betting^)  qui,  dans  ses  travaux  sur  les  ferments  oxydants 
du  tabac,  a  facilement  mis  en  évidence  une  peroxydase,  mais  est 
arrivé  à  la  conclusion  que  l'existence  d'une  oxydase  est  douteuse. 
Il    nous   a   semblé   que    c'est   là   un   point   important   pour   la 


1)  Entre  antres  dans  leurs  „Reclierches  sur  les  ferments  oxydants",  P.  17. 

2)  Betting.  Bijdrage  tôt  de  kennis  der  Tabaksfobrikatie  (Cultuurgids    II,  Afl.  6, 
4909).    —   Over  oxydase  en  pei'oxydase  in  de  tabak  (Cultuurgids,  II,  Afl.  10,  1909). 
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théorie  générale,  et  qu'il  était  nécessaire  de  le  relever  avec 
quelque  insistance. 

Les  mêmes  sucs  qui  nous  donnaient  la  réaction  d'oxydase 
nous  donnaient  aussi,  sauf  de  rares  exceptions,  la  réaction  des 
peroxydes  avec  la  solution  acidulée  d'iodure  de  potassium  et 
d'amidon;  la  réaction  se  manifestait  en  général  très  lentement, 
preuve  qu'il  n'existe  dans  ces  sucs  que  des  quantités  excessive- 
ment faibles  de  peroxydes;  elle  finissait  pourtant  par  être  sou- 
vent bien  distincte:  le  liquide  prenait  une  teinte  violacée  plus 
ou  moins  accentuée. 

Si  la  coloration  directe  du  gaïac  par  les  sucs  était  très  irré- 
gulière, il  en  était  tout  autrement  de  sa  coloration  en  présence 
de  H2  02-  Toujours,  si  les  conditions  de  l'expérience  étaient 
comparables,  si  aucune  des  influences  qui  gênent  la  réaction 
(excès  de  tanin,  excès  de  H2O.2,  présence  de  substances  réduc- 
trices, etc.)  n'entrait  en  jeu,  les  sucs  donnaient  une  réaction 
de  peroxydase  excessivement  forte,  et  tandis  que  les  réactions 
d'oxydase  variaient  entre  les  degrés  0  à  4  de  notre  échelle 
colorimétrique,  la  peroxydase  donnait  une  réaction  atteignant 
toujours  les  degrés  8  et  9. 

Des  expériences  préliminaires  nous  ont  démontré  que  si  nous 
utilisions  des  sucs  de  plus  en  plus  dilués,  la  réaction  d'oxydase 
devenait  de  plus  en  plus  faible,  et  restait  faible;  aj^ant  atteint 
un  certain  degré,  elle  ne  le  dépassait  pas.  Bien  au  contraire, 
la  peroxydase  ayant  été  diluée,  son  action  était  de  plus  en 
plus  lente,  mais  elle  finissait  par  devenir  dans  tous  les  tubes 
excessivement  forte,  à  moins  que,  l'enzyme  ayant  été  trop 
diluée,  la  faible  réaction  qu'elle  donnait  ne  fût  influencée  par 
la  quantité  ajoutée  d'eau  oxygénée. 

Ces  essais  ont  été  répétés  avec  les  sucs  extraits  de  divers 
organes  de  la  plante  et  notamment  des  feuilles  d'âges  divers, 
prises  à  divers  moments  de  la  fermentation,  avec  des  enzymes 
obtenues  plus  ou  moins  pures  par  précipitation  dans  l'alcool, 
et  ils  nous  ont  toujours  fourni  les  mêmes  indications.  Inutile 
de  dire  que  nous  avons,  dans  tous  les  cas,  toujours  comparé 
les  données  acquises  avec  des  tubes  témoins,  et  que  nous  avons 
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éliminé  tontes  les  canses  d'errenr  possibles  disentées  dans  la 
première  partie  de  ce  travail  ;  nons  croyons  donc  ponvoir  préten- 
dre qne  des  détails  de  technique  n'ont  pu  venir  fausser  nos 
résultats. 

Nous  avons,  toutes  les  fois  que  c'était  possible,  travaillé  dans 
des  conditions  comparables,  en  laissant  macérer  des  quantités 
identiques  de  feuilles  avec  les  mêmes  quantités  de  poudre  de 
peau  pendant  le  même  laps  de  temps,  et  en  diluant  ensuite 
avec  les  mêmes  quantités  d'eau. 

Les  tableaux  suivants,  qui  résument  un  très  grand  nombre 
d'essais  faits  dans  les  conditions  les  plus  variées,  viendront  ap- 
puyer ce  qui  précède,  à  savoir  que,  dans  les  divers  organes  de 
la  plante  de  thé,  la  peroxydase  donne  une  réaction  qui  varie 
dans  de  faibles  limites,  tandis  que  la  réaction  d'oxydase  varie 
sans  régularité:  on  ne  peut  la  voir  diaiinuer  des  feuilles  jeunes 
aux  feuilles  plus  âgées,  ni  s'accentuer  d'un  stade  à  l'autre  de 
la  préparation. 

Les  chiffres  correspondent  aux  degrés  de  notre  échelle  colo- 
rimétrique. 


Jeunes  racines 

Vieilles  racines 

Cotylédons 

Germe   (peu  après  la  germi- 
nation)     

Ecorce  brune  des  branchettes 
Extrémité    encore   verte   des 


tiges 


Vieilles  feuilles 

3e  feuille 

2e  feuille 

le  feuille 

Bourgeon  (Pekoe)    .... 

On  remarquera  que  des  organes  en  état  de  vie  très  active, 
comme  le  germe  peu  après  le  début  de  son  développement, 
ont   les   plus   fortes  réactions  dioxydase,  que  les  jeunes  racines 


Réaction  d',,oxydase". 

Peroxydase 

3     4 

7—8 

0     1 

7—8 

2 — 4  (rarement  5) 

7—8 

3-5 

8-9 

3 — 4  (rarement  5) 

8—9 

2—5 

8-9 

3—5 

8—9 

3—4 

8—9 

3     4 

8-9 

3  -4 

8-9 

2-4 

8—9 
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en  voie  de  croissance  donnent  nne  réaction  plus  forte  que  des 
racines  âgées  ;  les  jeunes  feuilles  par  contre,  peut-être  par  suite 
de  leur  teneur  élevée  en  tanin,  donnent  une  réaction  d'oxydase 
moins  forte  que  les  vieilles. 

La  iieroxydase  au  contraire,  sauf  chez  les  racines  et  les  coty- 
lédons, où  il  semble  que  des  substances  peuvent  venir  légère- 
ment gêner  sa  réaction  ^),  donne  partout  une  réaction  très 
régulière,  toujours  la  même,  plus  ou  moins  lente  selon  la  con- 
centration du  suc,  mais  toujours  finalement  excessivement  forte. 

D'autres  séries  d'expériences  de  contrôle  ont  donné  des  résul- 
tats identiques  à  ceux  exposés  dans  le  tableau  ci-dessus  : 


Jeunes  racines 

Vieilles  racines 

Cotj^lédons 

Ecorce  brune  des  branchettes 
Tigelles  encore  vertes  .     .     . 

Vieilles  feuilles 

2es  et  Ses  feuilles 

Pekoe  et  les  feuilles     .     .     . 


Réaction  d'„oxydase" 

Peroxydase 

3-4 

8 

0-] 

8 

3—4 

7—8 

3—5 

9 

2—5 

9 

4—5 

9 

2—4 

9 

2—4 

9 

Les  chiffres  ci-dessus  se  rapportent  donc  à  la  présence  des 
ferments  oxydants  dans  les  divers  organes  de  la  plante;  si 
maintenant  on  prend  les  divers  stades  de  la  préparation,  on 
arrivera  à  des  résultats  identiques  :  on  verra  qu'il  n'y  a  pas 
davantage  de  régularité  dans  les  chiffres  de  la  réaction  d'oxy- 
dase, tandis  que  la  peroxydase  donne  au  contraire  des  réactions 
toujours  exessivement  fortes  (voir  le  3e  tableau,  P.  39). 

La  réaction  de  la  peroxydase  est  plus  rapide  avec  le  suc  de 
C,  sans  doute  parce  que  le  tanin  en  est  plus  facilement  enlevé 
que  dans  les  feuilles  qu'il  faut  broyer.  Dans  la  catégorie  F,  la 
réaction   de  la  peroxydase   est  également  plus  rapide,  et  nous 


1)   Cliez  les  cotylédons  i)ar  exemple,  la  réaction  est  nettement   retardée,  peut-être 
par  la  saponine  abondante. 
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A.  Feuilles  prises  k  la  fin  du 

flétrissage 

B.  Feuilles  prises  h  la  fin  du 

premier  roulage  .     .     . 

C.  Suc  exprimé  des  feuilles  au 

cours  du  second  roulage 

D.  Feuilles  prises  au  commen- 

cement de  la  fermenta- 
tion     

E.  Feuilles   prises  au  milieu 

de  la  fermentation  .     . 

F.  Feuilles  prises  à  la  fin  de 

la  fermentation   .     .     . 


Réaction  d'„oxydase" 


3 

1—3 
1—2 


Peroxydase 

8-9 
8—9 
9 

8—9 
8—9 
9 


supposons  que,  dans  ce  thé  complètement  fermenté,  la  plus 
grande  partie  du  tanin  étant  oxydée,  la  réaction  est  moins  vive- 
ment entravée.  Après  quelque  temps  cependant  les  réactions 
de  peroxydase  sont  dans  tous  les  tubes  de  la  même  force.  Si, 
dans  la  catégorie  A,  la  réaction  d'oxydase  est  plus  faible,  cela 
tient  sans  doute  à  ce  que  ces  feuilles  flétries  sont  plus  difficiles 
à  broyer  que  les  autres. 

Il  ressort  en  tout  cas  de  ces  chiffres  qu'il  n'est  pas  possible 
de  mettre  en  évidence  une  augmentation  de  la  quantité  d'en- 
zyme au  cours  de  la  préparation,  que  la  peroxydase  reste  con- 
stante et  que  la  réaction  d'oxydase  est  au  moins  aussi  forte, 
sinon  plus  forte,  dans  la  feuille  roulée  que  dans  la  feuille 
ferm  entée. 

Les  conclusions  que  nous  pensons  pouvoir  tirer  de  ce  qui 
précède  concernant  la  nature  de  ces  enzymes  sont  les  suivantes  : 
1"  si  aucun  agent  ne  vient  gêner  la  réaction,  la  peroxydase 
en  présence  de  peroxydes,  donne  une  action  disproportionnée 
avec  sa  masse  et  théoriquement  illimitée,  2^  la  vitesse  de  la 
réaction  de  la  peroxydase  est  dépendante  de  la  concentration 
de  l'enzyme,  mais  la  réaction  elle-même  n'est  point  influencée 
par  la   masse   de  l'enzyme,  elle  est  finalement  toujours  excès- 
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sivement   forte;    l'action   de  la  peroxydase  est  donc  nettement 
catalytique  ^). 

Chez  la  réaction  d'oxydase,  au  contraire,  nOus  avons  pu  faire 
de  tout  autres  constations  :  l'intensité  de  la  réaction  est  limitée, 
elle  n'est  pas  constante,  elle  est  certainement  influencée  par 
la  concentration  de  r,,oxydase",  elle  n'a  nullement  les  allures 
d'une  réaction  catalytique. 

Nous  avons  déjà  vu  que,  selon  la  théorie  de  Chodat  et 
Bach,  l'oxydase  serait  constituée  par  un  peroxyde  et  une 
peroxydase;  or,  comme  nous  venons  de  voir  que  la  peroxydase 
a  une  action  illimitée  tandis  que  la  réaction  d'oxydase  est 
nettement  limitée,  nous  devons  conclure  que  cette  réaction  est 
dépendante  de  la  quantité  très  faible  des  peroxydes  existant 
dans  les  extraits  et  sur  lesquels  porte  l'action  de  la  peroxydase 
pour  donner  la  „  réaction  d'oxydase".  Nous  pouvions  en  effet 
répéter  en  quelque  sorte  artificiellement  une  „ réaction  d'oxy- 
dase" à  effet  limité,  si  nous  diluions  tellement  l'eau  oxygénée 
qu'il  ne  s'en  trouvait  plus  que  des  traces  dans  l'émulsion  de 
gaïac  à  laquelle  nous  ajoutions  de  la  peroxydase  :  une  fois 
tout  le  peroxyde  d'hydrogène  décomposé,  la  réaction  s'arrêtait. 

Les  différents  faits  que  nous  venons  d'exposer  nous  ont  donc 
conduits  à  la  conclusion  qu'on  ne  peut  considérer  r„oxydase" 
comme  un  ferment  dans  le  sens  strict  du  terme. 

c.  Préparation  de  V enzyme  ^). 

Pour  étudier  les  propriétés  de  ces  enzymes,  et  notamment 
de  la  peroxydase  du  thé,  nous  avons  appliqué  la  méthode  sui- 
vante •^),  qui  nous  permettait  d'avoir  un  ferment  totalement  ou 


1)  Dans  leurs  ,, Recherches  sur  les  ferments  oxydants",  Chodat  et  Bach  ont 
mis  en  évidence,  (pp.  15,  31),  ce  pouvoir  catalysateur  de  la  peroxydase. 

2)  Nous  ne  pouvons  attribuer  à  ce  ferment  le  nom  de  théase,  car  il  est  impos- 
sible de  donner  à  une  peroxydase,  un  nom  qui  a  défini  jusqu'ici  une  oxydase.  Il  ne 
nous  a  pas  paru  m^cessairo  de  créer  un  nouveau  terme  pour  l'enzyme  étudiée  ici, 
et  nous  continuerons  à  l'appeler  ,, peroxydase  du  thé",  réservant  ainsi  la  question 
de  sa  spécificité  éventuelle. 

3)  Au  cours  de  reclierchos  ultérieui'es  le  mode  de  préparation  de  l'enzyme  a  été 
quelque  peu  amélioré. 
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presque  totalement  dépourvu  de  substances  tanniques  à  savoir: 
on  exprime  dans  une  forte  presse,  et  sans  les  broyer  au  préalable, 
une  bonne  quantité  de  feuilles  fraîches  (au  moins  2  kilos);  le 
suc  qui  s'en  écoule  est  immédiatement  reçu  dans  de  la  poudre 
de  peau,  il  est  filtré  sur  le  vide,  reçu  de  nouveau  dans  de  la 
poudre  de  peau  ;  cette  opération  ayant  été  répétée  quelques 
fois,  on  obtient  un  suc  qui  reste  clair  et  presque  incolore  k 
Tair;  on  le  verse  dans  de  l'alcool  fort,  et  quand  le  précipité 
floconneux  est  bien  formé,  on  filtre. 

Nous  obtenions  ainsi  sur  le  filtre  une  masse  pâteuse  en  petite 
quantité,  qui  ne  représentait,  cela  va  sans  dire,  qu'une  très 
minime  partie  des  ferments  contenus  dans  les  feuilles  expri- 
mées ;  cette  masse  blanchâtre  était  soluble  dans  l'eau  et  donnait 
de  façon  très  accentuée  la  réaction  de  la  peroxydase;  elle  ne 
donnait  que  d'une  façon  très  irrégulière  et  inconstante  la 
réaction  d'oxydase.  Nous  ne  donnons  pas  davantage  de  détails 
sur  la  peroxydase  ainsi  obtenue,  son  étude  plus  approfondie 
devra  être  reprise  ultérieurement.  Elle  nous  a  servi  à  faire  la 
plupart  de  nos  expériences,  elle  est  très  active  et  semble  être 
très  stable.  Comme  elle  n'était  pas  toujours  parfaitement 
purifiée  et  qu'elle  pouvait  contenir  encore  de  faibles  proportions 
de  tanin,  elle  prenait  alors  à  l'air  une  coloration  brune;  nous 
l'avons  en  général  conservée  dans  l'alcool,  où  elle  gardait  fort 
longtemps  ses  propriétés. 

d.  Résistance  de  Venzyme  du  tlié  vis  à  vis  de  la  chaleur. 

Nous  n'avons  pas  encore  fait  tous  les  essais  qui  nous  per- 
mettraient d'indiquer  exactement  les  caractères  distinctifs  de 
la  peroxydase  du  thé,  et  nous  nous  contenterons  ici,  en  atten- 
dant d'avoir  fait  des  expériences  plus  complètes  et  plus  métho- 
diques, de  donner  quelques  indications  préliminaires  sur  la 
résistance  de  cette  enzyme  vis  à  vis  de  certains  agents,  et 
notamment  vis  à  vis  d'une  élévation  de  la  température  (des 
essais  ultérieurs  préciseront  l'optimum  d'action  de  ce  ferment). 
Les  remarques  exposées  ci-dessous  démontrent  que  cette  peroxy- 
dase  est   très   résistante,    et  qu'elle  se  comporte  vis  à  vis  des 
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différents  agents,  en  particulier  de  la  température,  d'une  façon 
bien  spéciale,  et  qui  n'est  pas  identique  à  la  manière  de  se 
comporter  d'autres  peroxydases  connues;  ce  fait  vient  à  l'appui 
des  théories  sur  la  spécificité  de  certains  ferments  oxydants, 
sur  laquelle  les  auteurs,  entre  autres  Chodat  et  ses  colla- 
borateurs ^)  ont  insisté  à  plusieurs  reprises. 

Nos  expériences  ont  porté  sur  la  température  à  laquelle  la 
réaction  est  visiblement  gênée,  et  aussi  sur  le  temps  pendant 
lequel  le  ferment  doit  être  soumis  h  une  température  de  100° 
environ  pour  que  son  action  soit  diminuée,  puis  détruite. 

Nos  essais  ont  été,  pour  une  partie  du  moins  d'entre  eux' 
assez  concluants,  et  sans  vouloir  les  exposer  tous  dans  leurs 
détails,  nous  les  résumerons  comme  suit:  nous  avons  chauffé 
pendant  10  minutes  environ,  h  des  températures  variant  entre 
elles  de  5  degrés  entre  30  et  100  degrés,  de  petites  quantités 
de  ferments  de  diverses  provenances  qui,  à  la  température  or- 
dinaire du  laboratoire  (25 — 27°)  donnaient  une  réaction  carac- 
téristique de  peroxydase;  des  essais  préliminaires  nous  ayant 
démontré  que  la  température  critique  était  entre  70  et  80°, 
nous  travaillions  alors  entre  ces  deux  points  h  des  températures 
variant  entre  elles  de  1  à  2°  seulement.  Après  avoir  constaté, 
à  titre  de  comparaison  que  des  ferments  extraits  des  fi-uits 
mûrs  d''Acras  Sapota  avaient  une  action  déjà  très  fortement 
diminuée  aux  environs  de  45°  et  que  des  ferments  extraits  de 
concombres  mûrs  étaient  sensibles  à  des  températures  plus 
basses  encore,  nous  pûmes  nous  rendre  compte  que  la  peroxy- 
dase du  tlié  était  beaucoup  plus  résistante.  Les  enzymes  de 
thé  étaient  étudiées  soit  directement  dans  le  suc  exprimé  des 
feuilles  fraîches  l)royées  et  plus  ou  moins  débarrassé  de  son 
tanin,  soit  après  avoir  été  plus  ou  moins  purifiées  par  la  pré- 
cipitation à  l'alcool,  comme  il  a  été  indiqué  plus  haut. 

Dans  tous  les  cas,  nous  avons  obtenu  des  résultats  à  peu 
près   concordants:    à   toutes   les  températures  entre  25  et  75°, 

1)  A  part  les  ti-avaiix  de  Chodat  et  Bach,  voir  encoi'e  à  ce  propos:  ,,La  spé- 
cificité de  la  tyrosinase",  par  Chodat  et  Staub  (Nouvelles  recherches  sur  les  fer- 
ments oxydants,  Aixh.   Se.  pliys.  et  natur.  Genève,  1907;. 


43 

la  peroxydase  se  manifestait  finalement  avec  la  mêaie  force; 
la  réaction  était  il  est  vrai  un  pea  plus  rapide  aux  tempéra- 
tures les  plus  basses,  mais  il  n'y  avait  pas  de  différences  brus- 
ques entre  les  différents  termes  de  la  série;  et  puis,  si  après 
2  minutes  de  réaction,  la  teinte  bleue  de  l'émulsion  variait 
entre  les  degrés  5  et  7  de  notre  échelle  de  couleurs,  après 
5  minutes,  il  n'était  presque  plus  possible  en  général  de  perce- 
voir de  différence,  tous  les  tubes  ayant  d'ordinaire  atteint  les 
degrés  8—9.  Mais  entre  75  et  80°,  et  plus  précisément  vers 
78°,  la  réaction  était  brusquement  beaucoup  plus  lente  et 
beaucoup  plus  faible;  après  5  minutes,  elle  n'atteignait  guère 
que  le  degré  3 — 4  et  après  10  minutes  elle  était  encore  brus- 
quement plus  faible  que  les  précédentes;  au-dessus  de  cette 
température,  il  n'était  d'ordinaire  pas  encore  possible,  après 
10  minutes,  de  voir  se  manifester  la  réaction;  nous  ne  pour- 
suivions pas  l'expérience  plus  longtemps,  car  en  attendant 
davantage,  la  réaction  finissait  par  se  manifester  dans  les  autres 
tubes,  puisque  nous  ne  les  avions  soumis  que  10  minutes  en- 
viron aux  diverses  températures,  et  dans  ces  conditions  les  fer- 
ments du  thé  ne  sont  pas  encore  détruits.  Nous  avons  porté 
notre  attention  également  sur  la  réaction  d'oxydase  qui  se 
manifestait  dans  la  plupart  des  sucs  mis  en  expérience;  nous 
avons  pu  le  plus  souvent  constater  une  concordance  très  mani- 
feste entre  les  deux  réactions;  sans  doute,  la  réaction  d'oxydase, 
beaucoup  plus  faible,  était  beaucoup  plus  lente  également,  mais 
finalement,  dans  tous  les  tubes  oii  la  peroxydase  était  apparue, 
la  réaction  d'oxydase  se  manifestait  aussi,  et  elle  était  d'autant 
plus  faible  et  plus  lente  que  la  peroxydase  agissait  plus  faible- 
ment et  plus  lentement;  nous  avons  tiré  de  ces  faits  des  argu- 
ments pour  nous  expliquer  la  nature  de  cette  réaction  d'oxydase. 
Dans  de  rares  cas  seulement,  et  notamment  dans  le  suc  que 
nous  avons  exprimé  de  Pasjjalum  platycauïon,  il  nous  a  semblé 
que  la  réaction  de  l'oxydase  disparaissait  plus  vite  que  celle 
de  la  peroxydase;  nous  avons  pensé  que  les  peroxydes  qui  pre- 
naient part  dans  ce  suc  à  la  réaction  de  l'oxydase  étaient  peut- 
être  tout  particulièrement  instables. 
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De  cette  première  série  d'essais,  nous  pouvons  tirer  la  con- 
clusion suivante:  de  quelque  manière  qu'aient  été  obtenues  les 
enzymes,  la  température  k  laquelle  leur  activité  diminue  brus- 
quement est  caractéristique  pour  chacune  des  différentes  per- 
oxydases  que  nous  avons  étudiées,  mais  pour  un  ferment  donné, 
disons  par  exemple  celui  du  thé,  elle  est  constante  et  semble 
être  indépendante  de  la  pureté  de  l'enzyme. 

Nous  avons  dit  ci-dessus  que  Penzyme  du  thé  chauffée  dix 
minutes  à  78°  n'avait  pas  encore  perdu  toute  activité  ;  au  cours 
de  notre  deuxième  série  d'essais,  nous  avons  voulu  nous 
rendre  compte  pendant  combien  de  temps  l'enzyme  peut  être 
chauffée  à  100°  avant  d'être  totalement  détruite;  pour  cela, 
nous  avons  chauffé  au  bain -marie  de  petites  quantités  de  fer- 
ment que  nous  laissions  séjourner  de  1  h  30  minutes  h  une 
température  voisine  de  100°. 

Si  du  suc  exprimé  des  feuilles  de  thé  était  ainsi  traité,  il  ne 
donnait  plus  de  réaction  de  peroxydase  déjà  après  avoir  été 
chauffé  pendant  3  à  5  minutes;  après  2 — 3  minutes  déjà,  la 
réaction  était  fortement  ralentie  et  affaiblie.  Au  contraire,  la 
solution  aqueuse  de  l'enzyme  purifiée  par  précipitation  dans 
l'alcool  donnait,  après  avoir  été  chauffée  1 — 3  minutes,  une 
réaction  un  peu  ralentie,  il  est  vrai,  et  d'abord  affaiblie,  mais 
qui  pourtant  atteignait  assez  vite  une  très  forte  intensité;  la 
solution  ayant  été  chauffée  plus  longtemps  (4 — 10  minutes), 
la  réaction  était  plus  lente  encore,  mais  après  un  certain  temps, 
elle  était  aussi  très  forte;  chauffée  plus  de  10  minutes,  la  per- 
oxydase ne  donnait  plus  de  réaction. 

Dans  un  autre  cas,  la  peroxydase  semblait  plus  résistante 
encore  et  donnait,  même  après  avoir  été  chauffée  20  minutes, 
une  réaction  qui  n'apparaissait  plus  si  la  solution  avait  été 
chauffée  25 — 30  minutes.  Plus  la  solution  avait  été  chauffée 
longtemps,  plus  la  réaction  était  lente;  c'est  ainsi  par  exemple 
que  l'enzyme  non  chauffée  donnait  une  couleur  bleue  corres- 
pondant, après  2  minutes  de  réaction,  au  degré  8  de  notre 
échelle  colorimétrique,  tandis  que  l'enzyme  chauffée  à  des  tem- 
pératures   variant   de    2   à   20    minutes,   donnait   une   réaction 


45 

diminuant  respectivement  du  degré  7  au  degré  2.  Après  15  mi- 
nutes de  réaction,  l'enzyme  non  chauffée  avait  une  couleur  bleue 
du  degré  9,  les  solutions  chauffées  variaient  de  8  à  5  ;  après 
'/^  d'heure  environ,  les  solutions  chauffées  avaient  atteint  une 
intensité  de  réaction  variant  de  9  à  6. 

La  réaction  d'oxydase  donna  des  résultats  identiques  à  ceux 
obtenus  dans  notre  première  série  d'expériences:  souvent  très 
lente  et  très  faible,  souvent  même  à  peine  distincte,  elle  se 
manifesta  pourtant  dans  la  plupart  des  cas  où  la  réaction  de 
peroxydase  était  visible. 

En  résumé,  tandis  que,  dans  notre  première  série  d'essais, 
nous  étions  arrivés  k  ce  résultat  que  la  température  à  laquelle 
l'action  du  ferment  diminue  brusquement  était  constante,  ici  nous 
devons  tirer  de  tout  autres  conclusions  :  le  temps  pendant  lequel 
l'enzyme  doit  être  chauffée  pour  être  totalement  détruite 
semble,  pour  la  peroxydase  extraite  d'une  plante  donnée,  ne 
pas  être  toujours  le  même;  nous  n'avons  pas  encore  pu  déter- 
miner avec  certitude  h  quoi  doivent  être  attribuées  ces  ano- 
malies; il  est  permis  toutefois  de  supposer  que  le  degré  de 
pureté  du  ferment  joue  un  rôle  dans  ces  réactions;  nous  avons 
en  effet  déjà  mis  en  évidence  l'influence  que  les  tanins  par 
exemple,  et  d'autres  substances,  peuvent  exercer  sur  la  manière 
d'agir  des  ferments  oxydauts  ;  de  nos  observations,  il  semble 
résulter  que  plus  l'enzyme  est  pure,  plus  longtemps  il  faut  la 
chauffer  pour  qu'elle  perde  son  activité. 

Nous  nous  sommes  demandé  si  la  disparition  de  la  réaction 
sous  l'influence  d'un  séjour  prolongé  h  une  température  de  100° 
devait  être  attribuée  à  une  destruction  complète  de  l'enzyme 
ou  seulement  h  une  paralysie  passagère;  nous  avons  répété  l'ex- 
périence, et  avons  essayé  Tenzyme  24  heures  après  l'avoir  chauffée  ; 
l'énergie  de  la  peroxydase  ne  s'était  point  régénérée,  et  la  réac- 
tion n'apparaissait  pas  plus  que  le  jour  précédent. 

Dans  un  de  nos  essais,  nous  avions  chauffé  à  100°  deux  tubes 
contenant  la  même  peroxydase,  mais  dans  Tun  dix  fois  plus 
diluée  que  dans  l'autre;  (l'enzyme  avait  été  chauffée  suffisam- 
ment  longtemps   pour   que   son   action   soit  ralentie,  mais  non 
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supprimée);  taudis  qu'après  une  demi-heure  la  réaction  mar- 
quait le  degré  7  dans  le  flacon  d'enzyme  concentrée,  elle 
n'était  pas  encore  apparue  dans  l'autre  tube;  nous  nous 
demandions  si  la  concentration  du  ferment  devait  entrer  en 
ligue  de  compte  pour  expliquer  l'action  de  la  chaleur,  mais 
l'essai  suivant  nous  a  démontré  qu'il  n'en  était  rien:  au  lieu 
d'utiliser  notre  solution  ordinaire  d'eau  oxygénée,  nous  prîmes 
une  solution  encore  10  fois  plus  diluée,  dont  nous  utilisâmes 
deux  gouttes  pour  faire  la  réaction  ;  dans  le  flacon  à  enzyme 
diluée,  la  réaction  apparut,  il  est  vrai  plus  lentement  que  dans 
l'autre,  mais  finalement  avec  tout  autant  d'énergie;  nous  étions 
donc  ici  encore  en  présence  de  l'influence  d'une  trop  grande 
concentration  de  l'eau  oxygénée,  qui  agissait  plus  rapidement 
sur  les  petites  quantités  de  bleu  de  gaiac  formé.  On  voit  donc 
combien  il  est  important,  pour  mettre  en  évidence  les  peroxy- 
dases  de  n'utiliser  que  des  traces  de  H^  Oa- 

e.  Stabilité  de  la  'peroxydase. 

On  a  souvent  prétendu  que,  les  enzymes  étant  très  instables, 
il  convient  de  travailler  rapidement  pour  les  étudier;  tel  n'est 
certainement  pas  le  cas  avec  la  peroxydase  du  thé  qui,  quoi 
qu'on  eu  ait  dit,  est  à  coup  sûr  très  stable;  certains  extraits, 
il  est  vrai,  qui  donnaient  la  réaction  d'oxydase,  perdaient  ce 
pouvoir  assez  rapidement  sous  des  conditions  déterminées,  cela 
parce  qu'ils  contiennent  des  peroxydes  instables;  mais  toutes 
les  peroxydases  que  nous  avons  étudiées  conservaient  très 
longtemps  leur  pouvoir,  même  sans  que  nous  ayons  pris  des 
précautions  spéciales  pour  les  conserver;  des  sucs  exprimés  de 
diverses  plantes,  des  enzymes  plus  ou  moins  pures  en  solutions 
aqueuses,  ou  conservées  k  l'état  sec  ou  dans  l'alcool  donnaient, 
encore  après  des  jours  et  des  semaines,  môme  parfois  lorsque 
les  sucs  étaient  plus  ou  moins  putréfiés,  leur  réaction  de  per- 
oxydase tout  aussi  fortement  qu'à  l'état  frais.  Une  enzyme  du 
thé  qui  nous  a  servi  à  beaucoup  d'essais  avait  été  précipitée 
par  l'alcool  le  28  février  et  conservée  dans  l'alcool  ;  elle  était 
à    la    fiu   de    mars    tout   aussi   active   qu'au    premier  jour;    sa 
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réaction  cVoxydase  était  même  peut-être  encore  accentuée,  surtout 
si  nous  prenions  Tenzyme  qui  s'était  un  peu  desséchée  sur  les 
parois  du  flacon  ;  nous  nous  l'expliquons  par  le  fait  que,  dans 
ces  conditions,  Tenzyme,  ou  plutôt  les  impuretés  avec  lesquelles 
elle  était  mélangée,  s'étaient  oxydées  lentement  à  Tair,  formant 
des  peroxydes  qui  pouvaient  alors  être  activés  par  la  peroxydase. 
Un  suc  de  feuilles  de  thé  presque  totalement  débarrassé  de 
tanin,  récolté  au  mois  de  Janvier  et  conservé  sans  autres 
précautions,  donnait  au  commencement  d'avril,  une  réaction 
de  peroxydase  encore  excessivement  forte,  et  une  très  faible 
réaction  d'oxydase.  Les  peroxydases  étudiées  par  nous  ont 
donc  conservé  longtemps  leur  action,  même  indépendamment 
de  toute  adjonction  antiseptique. 

f.  Résistance  de  la  peroan/dase  vis  à  vis  de  divers  agents. 

Nous  avons  commencé  quelques  expériences  sommaires  pour 
nous  orienter  dans  diverses  méthodes  permettant  de  caracté- 
riser les  enzymes,  en  recherchant  en  particulier  quels  agents 
autres  que  la  chaleur  peuvent  entraver  leur  action.  Ou  a 
souvent  décrit  des  ferments  comme  étant  empoisonnés  par 
des  proportions  plus  ou  moins  fortes  de  substances  vénéneuses; 
les  «ferments  inorganiques"  sont,  d'après  Bredig  empoisonnés 
par  les  mêmes  agents  qui  entravent  l'action  des  ferments 
organiques;  mais  la  résistance  des  substances  catalysatrices 
vis  à  vis  des  influences  extérieures  est  très  variable,  et  dé- 
pend sans  doute  de  l'état  physique  sous  lequel  elles  se  trou- 
vent. C'est  ainsi  par  exemple  que,  d'après  nos  essais,  l'action 
catalysatrice  de  MnO^  n'est  ,, empoisonnée"  ou  paralysée  ni 
par  le  sublimé  corrosif,  ni  par  l'acide  cyanhydrique,  ajoutés 
dans  des  proportions  qui  gênent  fortement  (ou  qui  suppriment 
même)  les  réactions  d'oxydase  et  de  peroxydase  du  suc  de 
Castilloa  et  du  suc  extrait  de  l'écorce  des  mangoustans.  De  même 
le  suc  de  thé,  ou  la  solution  aqueuse  d'enzyme  en  présence  de 
ces  deux  poisons  ont  leur  réaction  de  peroxydase  ralentie  et 
bientôt  supprimée.  Une  goutte  d'acide  chlorhydrique  ajoutée 
au    suc  de  thé  ou  au  suc  de  Paspalum  platycaulon  font  dispa- 
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raître  les  deux  réactions;  Bamber  et  Wright  ont  déjà  mis 
en  évidence  la  sensibilité  de  la  „tliéase"  vis  à  vis  des  acides 
minéraux;  les  acides  organiques  sont  moins  actifs;  cependant 
quelque  excès  d'acide  acétique  ajouté  au  suc  de  Faspalum  ou 
au  suc  de  thé  supprime  la  réaction  d'oxydase  et  affaiblit  forte- 
ment la  réaction  de  peroxydase  en  la  ralentissant. 

Nous  avons  déjà,  parlé  des  essais  que  Nanniuga  a  entrepris 
à  la  suite  de  v.  Romburgh  et  Lohmann:  ces  auteurs  ont 
vu  des  feuilles  brunir  rapidement  dans  les  vapeurs  de  chloro- 
forme et  ils  ont  prétendu  qu'elles  avaient  j;ar  conséquent  fer- 
menté sans  intervention  de  microorganismes.  Il  était,  à  notre 
avis,  peut-être  imprudent  de  conclure  de  ces  expériences  en 
petit  que  la  feuille  était  „fermentée"  ;  nous  avons  fait  quelques 
essais  à  ce  propos  et  nous  avons  pu  constater  que,  si  l'action 
de  la  peroxydase  du  thé  n'est  pas  gênée  même  par  une  agita- 
tion prolongée  avec  le  chloroforme  et  que  si,  en  effet,  la  feuille 
ayant  séjourné  dans  les  vapeurs  de  cette  substance  prend  bien 
vite  une  couleur  brune  assez  régulière,  il  est  malaisé  de  se 
rendre  compte  si  la  feuille  a  vraiment  les  caractères  de  la 
feuille  fermentée;  il  est  par  exemple  très  difficile  de  saisir 
l'odeur  du  thé  h  cause  de  l'odeur  du  chloroforme  longtemps 
persistante;  cette  substance,  en  effet,  imprègne  les  tissus,  comme 
on  peut  s'en  convaincre  par  la  saveur  fortement  sucrée  qu'ont 
acquise  ces  feuilles.  La  question  n'est  donc  nullement  résolue, 
on  le  voit,  par  ces  essais  préliminaires,  et  il  ne  sera  possible 
de  tirer  des  conclusions  de  quelque  certitude  que  sur  des  essais 
portant  sur  de  grandes  quantités  de  feuilles  et  où  'Ion  aura  éli- 
miné autant  que  possible  les  causes  d'erreurs. 

g.  Infiuence  de  la  lumière  sur  les  peroxydes. 

Il  est  un  point  qui  devra,  dans  la  suite,  retenir  notre  atten- 
tion, c'est  la  question  de  la  lumière,  encore  très  controversée 
en  ce  qui  concerne  le  thé;  en  général,  on  admet  qu'une  lumière 
trop  vive  détruit  rapidement  les  enzymes,  et,  peut-être  en  se 
laissant  influencer  quelque  peu  par  cette  idée,  des  auteurs  ont 
voulu  affirmer  qu'ils  rencontraient  en  effet  des  proportions  moins 
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fortes  d'enzymes  chez  des  feuilles  cueillies  pendant  les  heures 
chaudes  du  jour,  que  chez  des  feuilles  cueillies  le  matin  ;  B  amb  e  r 
et  Wright  par  contre  ont  dit  que  l'enzyme  est  abondante  à 
toutes  les  heures  du  jour.  La  question,  on  le  voit,  est  loin 
d'être  résolue,  mais  comme,  dans  la  pratique,  il  semble  bien 
qu'on  ait  raison  d'appliquer  les  méthodes  empiriques  consistant 
à  cueillir  le  thé  de  préférence  le  matin,  et  à  le  flétrir,  puis  à 
le  fermenter  à  l'abri  de  la  lumière,  il  importe  de  reprendre 
scientifiquement  et  méthodiquement  cet  important  problème. 
Nous  pouvons  en  attendant  citer  un  fait  qui  s'y  rattache  in- 
directement, a  savoir  l'influence  que  semble  exercer  la  lumière 
sur  la  formation  des  peroxydes,  et  par  conséquent  sur  la 
réaction  d'oxydase,  si,  dans  la  solution,  il  se  trouve  une 
peroxydase. 

Nous  avons  à  plusieurs  reprises  placé  des  solutions  diluées 
de  gaïac  dans  des  flacons  ouverts  ou  hermétiquement  fermés, 
soit  à  la  lumière,  soit  k,  l'obscurité;  toujours  nous  avons  pu 
voir  que,  dans  ces  conditions,  les  solutions  placées  à  l'obscurité, 
même  conservées  à  l'abri  de  l'air,  contenaient,  après  un  jour 
environ,  bien  plus  de  peroxydes  que  les  solutions  laissées  à  la 
lumière.  De  même  des  sucs  de  Paspalum  platycaulon  qui,  au 
moment  de  l'extraction,  montraient  de  bonnes  réactions  d'oxydase, 
donnaient  cette  réaction  tout  aussi  nette  après  un  séjour  de 
quelques  heures  à  l'obscurité,  tandis  que  les  mêmes  sucs  laissés 
à  la  lumière,  étaient  devenus  tout  k  fait  inactifs.  Il  semble 
que  des  extraits  de  thé  donnaient  des  indications  analogues. 
La  peroxydase  par  contre  était  aussi  forte  dans  l'un  que  dans 
l'autre  cas;  il  n'y  avait  donc  pas  eu  action  sur  le  ferment, 
mais  bien  influence  de  l'obscurité  pour  favoriser  la  formation 
de  peroxydes  dans  ces  sucs  (ou  bien  peut-être  influence  de  la 
lumière  pour  hâter  leur  destruction?) 

^"y  a-t-il  pas  là  une  indication  en  ce  qui  concerne  la  fer- 
mentation du  thé?  s'il  est  démontré  que  la  fermentation  a  lieu 
à  l'obscurité  dans  de  meilleures  conditions  qu'à  la  lumière,  on 
peut  se  l'expliquer  en  admettant  qu'alors  des  peroxydes  en  plus 
grande  quantité  pourront  se  former  dans  la  feuille,  sur  lesquels 

Ann.  Jai-d.   Bot.  Buitenz.  2e  Sér.   Vol.  X.  4 
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agira  la  peroxydase  contenue  dans  Tes  cellules  et  mise  en  liberté 
au  cours  du  roulage. 

h.  Prése?ice  de  peroxydase  dans  les  levw^es. 

Sans  vouloir  insister  longement  sur  cette  partie  de  notre 
travail  qui  sera  reprise  en  détail  ultérieurement,  nous  devons 
pourtant  dire  deux  mots  des  quelques  essais  que  nous  avons 
entrepris  sur  les  levures,  isolées  par  nous  k  partir  du  thé  en 
voie  de  fermentation,  en  ce  qui  concerne  les  ferments  oxydants 
qu'elles  pourraient  sécréter;  il  s'agit  de  la  levure  blanche- 
laiteuse  dont  nous  avons  parlé  dans  notre  précédent  travail, 
déjà  cité. 

Nous  avons  recherché,  chez  ces  levures,  dont  nous  avions 
préparé  un  grand  nombi-e  de  cultures,  la  sécrétion  éventuelle 
d'oxydase  et  de  peroxydase;  en  ce  qui  concerne  la  réaction 
d'oxydase,  nous  avons,  sans  aucune  exception,  toujours  obtenu 
des  résultats  négatifs;  bien  au  contraire  en  ce  qui  concerne  la 
peroxydase,  nous  avons  souvent  eu  de  bonnes  réactions,  plus 
ou  moins  fortes  selon  les  circonstances,  mais  en  tout  cas  tou- 
jours distinctes;  les  cultures  vieilles,  celles  mêmes  âgées  de 
trois  ou  quatre  jours  seulement,  se  sont  montrées  en  général 
moins  favorables  que  les  jeunes;  celles-ci,  quand  elles  s'étaient 
développées,  soit  sur  agar,  soit  en  milieu  liquide  pendant  24  heures, 
donnaient  les  meilleurs  résultats;  les  réactions  étaient  identi- 
ques à  peu  près  si  les  levures  avaient  été  broyées  ou  si  elles 
étaient  restées  entières  et  vivantes  dans  le  réactif;  il  se  pour- 
rait cependant,  et  ce  point  devra  être  éclairci,  qu'il  y  eût  parmi 
ces  levures  des  races  plus  ou  moins  actives,  les  réactions  étant 
parfois  plus  ou  moins  fortes,  sans  que  nous  puissions  recon- 
naître la  raison  de  ces  différences. 

Comme  nous  voulions,  avant  de  commencer  des  expériences 
méthodiques,  prévoir  toutes  les  objections  et  les  écarter  si  pos- 
sible, nous  nous  sommes  demandé  si  les  milieux  plutôt  que  les 
levures  ne  pouvaient  pas  provoquer  les  réactions;  nous  avons 
toujours  travaillé  avec  de  l'agar-agar,  et  cette  substance,  comme 
nous   avons   pu    nous  en  convaincre  n'oxyde  pas  le  gaïac;  pas 
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davantage  les  milieux  solides  ou  liquides  que  nous  utilisions  ne 
provoquaient  de  réaction  en  l'absence  des  levures. 

On  pouvait  supposer  aussi  que  les  levures  pouvaient  agir 
non  pas  par  la  peroxydase  qu'elles  excrétaient,  mais  seulement 
parce  que,  étant  de  fines  particules,  elles  pouvaient  provoquer 
une  réaction  a  la  façon  des  poudres,  dont  nous  avons  discuté 
l'action  précédemment;  on  pouvait  voir  en  elïet  la  réaction 
commencer  dans  le  fond  du  tube  près  du  dépôt  des  levures  et 
s'élever  de  là  dans  la  masse  du  liquide;  mais  ayant  chauffé 
les  levures  jusqu'à  les  tuer,  nous  pûmes  nous  persuader  que 
c'est  bien  comme  éléments  vivants  et  non  comme  fines  parti- 
cules qu'elles  agissent. 

L'excrétion  de  la  peroxydase  nous  semble  démontrée  par 
l'expérience  que  nous  avons  déjà  relatée  au  cours  de  notre 
discussion  des  méthodes,  à  propos  de  l'action  d'un  excès  de 
H.  O2 .  Nous  avons  dit  que  si  le  gaïac  et  l'eau  oxygénée  sont 
dans  des  proportions  insuffisantes  pour  tuer  les  levures,  celles-ci 
continuant  à  sécréter  de  la  peroxydase,  agissent  continuellement 
sur  l'émulsiou  pour  l'oxyder,  et  que  la  couleur  bleue  ne  peut 
en  disparaître,  puisqu'elle  se  reforme  au  fur  et  à  mesure;  même 
après  24  heures,  le  liquide  a  conservé  sa  couleur;  bien  au  con- 
traire, si  le  liquide  contient  une  enzyme  en  quantité  limitée, 
et  dont  l'action  est  paralysée  par  Ho  0.^  qui  en  même  temps 
réduit  le  bleu  de  gaïac,  le  liquide  se  décolore  en  quelques  heures; 
de  même  si  aux  levures  on  ajoute  la  solution  alcoolique  de  gaïac 
et  l'eau  oxygénée  en  quantités  suffisantes  pour  que  les  cellules 
soient  tuées,  la  couleur  bleue  disparaît  bien  vite  et  ne  peut 
réapparaître,  puisqu'il  n'y  a  plus  excrétion  de  ferment. 

i.  Mode  cVaction  des  ferments  oxydants. 

Nous  n'insisterons  pas,  pour  le  moment,  sur  le  mode  d'action 
des  ferments  oxydants  constatés  dans  la  feuille  de  thé,  cette  ques- 
tion devant  être  reprise  en  détail;  nous  avons  déjà  mis  en  évi- 
dence le  fait  que  la  peroxydase  a  une  action  nettement  cataly- 
tique,  tandis  que  la  réaction  d'oxydase  est  au  contraire  limitée. 

On   a   prétendu  que   l'action   des  ferments  oxydants,  notam- 
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ment  des  peroxydases  était  provoquée  par  des  combinaisons  de 
manganèse  qu'ils  contiennent  ^),  on  a  même  été  jusqu'à  dire 
que  le  ferment  du  thé  est  vraisemblablement  un  sel  organique 
non  azoté  de  manganèse. 

Nous  ne  saurions  considérer  cette  opinion  comme  démontrée; 
certainement  il  y  a,  dans  l'enzyme  du  thé,  du  manganèse  que 
nous  avons  pu  constater,  comme  nous  avons  contrôle  sa  pré- 
sence dans  tous  les  organes  et  dans  tous  les  extraits  de  la 
plante  de  thé.  Mais  nous  croyons  qu'il  est  permis  de  dire  qu'on 
n'a  pas  encore  obtenu  jusqu'ici  le  ferment  à  un  état  de  pureté 
assez  grande  pour  qu'il  soit  possible  d'affirmer  que  le  Mn  fait 
partie  intégrante  du  ferment.  Les  cendres  du  thé,  contenant 
du  Mn  donnent  en  effet  comme  tant  d'autres  combinaisons  du 
Mn,  l'oxydation  du  gaïac;  mais  cela  ne  veut  pas  dire  que  c'est 
parce  qu'il  contient  du  Mn  que  le  ferment  donne  la  même 
réaction;  l'allure  de  la  réaction  des  cendres  et  celle  de  la 
réaction  de  la  peroxydase  nous  ont  semblé  du  reste  toutes 
différentes  l'une  de  l'autre  et  ne  pas  correspondre  à  la  quantité 
de  Mn  qu'elles  contiennent  respectivement;  les  cendres,  avec 
beaucoup  de  Mn  donnent  une  réaction  plus  faible  que  la  per- 
oxydase qui  n'en  a  que  très  peu.  De  plus,  il  paraissait  im- 
prudent d'affirmer  que  c'est  la  présence  de  Mn  qui  provoque 
la  réaction  d'oxydase,  car  dans  le  sérum  de  Castilloa  par  exemple, 
qui  avait  une  réaction  d'oxydase  si  intense,  nous  n'avons  pas 
pu,  par  le  moyen  de  la  fusion  dans  la  soude  et  le  salpêtre, 
mettre  en  évidence  du  Mn,  On  sait  que  Bach  également  a 
obtenu  au  cours  de  ses  récents  travaux,  des  ferments  oxydants 
libres  de  Mn. 

Ce  sont  Iti  du  reste  des  points  qui,  pour  le  moment  n'ont 
qu'une  importance  secondaire;  que  se  soit  du  Mn  ou  tout  autre 
métal  qui  provoque  la  l'éaction,  que  ce  soit  la  nature  chimique 
ou   physique   d'une  substance,  (son  état  colloïdal  par  exemple) 


1)  Bertrand  (voir  entre  autres  Comptes  Rendus  i897)  a  attribué  à  la  présence 
de  Mn  une  certaine  partie  de  l'activité  de  l'oxydase  (Laccase). 

Voir  encore,  à  propos  de  l'action  des  solutions  colloïdales  de  manganèse,  les  travaux 
de  B.  Sjollema,  entre  autres  dans  Chemisch  Weekblad,  VI,  1909,  P.  287. 
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ce  sont  autant  de  problèmes  qui  devront  être  étudiés  par  la 
suite;  ce  qu'il  fallait  avant  tout,  c'était  contrôler,  puis  discuter 
la  réaction  elle-même,  en  laissant  de  côté  les  agents  qui  peu- 
vent la  provoquer.  Il  s'agira  ensuite  d'étudier  quel  rôle  les 
ferments  jouent  dans  l'économie  du  végétal;  ce  point,  que  nous 
avons  seulement  effleuré,  aura  certainement  pour  la  pratique 
la  plus  grande  importance;  nous  devrons  démontrer  quelles 
sont  les  substances  qui,  dans  la  feuille  fraîche,  sont  modifiées 
par  les  ferments,  puis  quelle  est  l'action  de  ces  ferments  dans 
la  feuille  en  voie  de  fermentation,  etc.  Pour  le  moment,  nous 
n'avons  que  quelques  rares  données  concernant  cette  question, 
et  nous  les  rapportons  ici  comme  toutes  provisoires.  Que  la 
peroxydase  agisse  sur  le  tanin  du  thé  et  sur  les  substances 
tanniques  en  général,  ou  du  moins  sur  certaines  d'entre  elles, 
cela  nous  semble  ne  pas  faire  de  doute  si  nous  considérons  les 
résultats  acquis  par  les  expériences  suivantes: 

1.  Un  suc  extrait  de  feuilles  fraîches  est  divisé  en  deux  par- 
ties :  l'une  est  chauffée  pendant  V2  heure  à  l'ébullition  pour  tuer 
la  peroxydase,  l'autre  n'est  pas  chauffée;  cette  dernière  prend 
bien  vite  une  couleur  brune  plus  foncée  que  la  solution  chauffée. 

2.  En  divisant  encore  en  deux  parties  la  solution  chauffée 
et  en  ajoutant  h  l'une  la  peroxydase  extraite  du  thé,  le  liquide 
prend  bientôt  une  couleur  brune,  tandis  que  celui  où  l'on  n'a 
pas  ajouté  d'enzyme  reste  moins  fortement  coloré. 

Ces  réactions,  parfois  peu  visibles,  car  les  peroxydes  peuvent 
être  très  peu  abondants  et  très  inconstants  dans  les  conditions 
de  l'expérience,  deviennent  très  nettes  si  l'on  remédie  à  ce 
manque  de  peroxydes  en  ajoutant  un  peu  de  H2  O2. 

De  même,  en  ajoutant  h  des  feuilles  de  thé  en  voie  de  fer- 
mentation un  peu  de  HoO.^,  en  augmentant  donc  la  quantité 
de  peroxyde,  en  donnant  par  conséquent  davantage  d'aliment 
à  la  peroxydase,  la  couleur  du  thé  ainsi  traité  devenait  plus 
accentuée  que  celle  du  thé  témoin,  non  traité. 

Le  ferment  du  thé  agit  de  la  même  manière  pour  oxyder 
le  pyrogallol  ou  l'acide  gallique,  dont  les  solutions  deviennent 
très    rapidement    brunes    par    adjonction    d'un    peu    d'enzyme; 
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toutefois,  il  n'en  est  pas  de  même  avec  Tacide  tannique  ;  celui-ci 
donne  avec  le  ferment  un  précipité  blanc,  mais  le  liquide  ne 
prend  pas  de  coloration  brune. 

Quoi  qu'il  en  soit,  nous  pouvons  admettre,  d'une  façon  géné- 
rale que,  dans  la  plante,  la  peroxydase  a  pour  f  )nction  d'oxy- 
der les  substances  tanniques  ou  d'autres  combinaisons  facile- 
ment oxydables,  ou  du  moins  d'activer  leur  oxydation,  et  on 
comprendra  que  cette  action  se  continue  dans  les  feuilles  mortes 
en  voie  de  fermentation,  la  peroxydase  n'étant  point  tuée.  Mais 
cela  ne  veut  pas  dire  que  la  fermentation  du  thé  soit  exclusi- 
vement provoquée  par  la  peroxydase,  car  ce  phénomène  ne 
consiste  point  seulement  en  une  oxydation  du  tanin,  f^a  cou- 
leur brune  que  prennent  les  feuilles  n'est  pas  un  signe  que 
la  fermentation  a  eu  normalement  lieu,  puisque  toute  une  série 
d'autres  caractères,  comme  l'odeur  et  le  goût  doivent  entrer 
en  ligne  de  compte,  et  c'est  ce  phénomène  complexe  qu'il 
s'agira  d'élucider. 

En  résumé,  si  nous  appliquons  la  théorie  de  Bach^)  sur 
les  oxydations,  nous  pouvons  nous  expliquer  comme  suit  la  ma- 
nière dont  fonctionne  la  peroxydase:  par  l'oxydation  lente  à 
l'air  des  tanins  et  autres  substances  oxydables  contenues  dans 
la  feuille,  il  se  forme  d'abord  des  peroxydes  qui,  en  présence 
de  la  peroxydase,  cèdent  de  l'oxygène  actif  qui  oxyde  de  nou- 
velles quantités  de  tanin. 

III.    CONCLUSIONS. 

De  ces  essais  préliminaires,  consistant  plutôt  en  une  orien- 
tation dans  les  méthodes  h  suivre,  nous  ne  pouvons  pas  encore 
tirer  d'importantes  conclusions  ni  théoriques  ni  pratiques,  et 
nous  nous  contenterons  de  résumer  les  quelques  points  que 
nous  avons  cru  devoir  mettre  en  lumière. 


•1)  Bacli  admet  que  dans  tous  les  cas  d'oxydation  lente  (auto-oxydation),  il  se 
forme  tout  d'abord  des  peroxydes,  produits  intermédiaires  enti'e  les  produits  initiaux 
et  finaux  de  l'oxydation.  (Voir  les  publications  de  cet  auteur,  entre  autres  dans  les 
Comptes  Rendus  de  1894,  P.  280,  et  de  1897,  P.  951,  etc.  —  Voir  aussi  à  ce  sujet 
les  travaux  d'Engler  et  de  ses  collaborateurs,  dans  les  Berichte  d.  d.  chem.  Ges., 
1897  à  1904,  etc.) 


55 

Il  en  est  un  sur  lequel  nous  nous  sommes  arrêtés  k  plusieurs 
reprises  et  qui  concerne  la  nature  des  enzymes  et  plus  spéciale- 
ment de  Voxydase.  Nous  avons  rappelé  que  Cliodat  et  Bach 
ont  démontré  que  ce  n'est  pas  une  substance  simple,  mais  un 
composé   d'une   peroxydase   (S   et   d'un  peroxyde  (roxygénase). 

En  ce  qui  concerne  la  plante  de  thé,  nous  croyons  pouvoir 
aller  plus  loin  encore  que  ces  auteurs,  et  nous  émettons  la 
supposition  que  la  peroxydase,  substance  constante  à  action 
catalysatrice  bien  nette,  existe  dans  toutes  les  parties  de  la 
plante,  tandis  qu'il  ne  s'y  trouverait  pas  d'oxydase  au  sens 
propre  du  terme,  c'est-à-dire  à  l'état  de  substance  stable  et 
constante;  mais  comme,  dans  la  plante,  il  peut  se  trouver  des 
peroxydes,  produits  intermédiaires  de  toute  oxydation,  et  par 
conséquent  fonction  de  tout  phénomène  vital,  ces  peroxydes, 
qu'on  peut  mettre  en  évidence  par  la  réaction  au  iodure  ami- 
donné, donneront,  eu  présence  de  la  peroxydase  constante,  la 
réaction  dite  d'oxydase.  Ceci  n'est,  il  est  vrai,  qu'une  hypothèse, 
mais  l'observation  que  nous  avons  faites  sur  l'inconstance  de 
la  réaction  d'oxydase,  sur  son  allure  limitée,  etc.,  nous  con- 
duisent à  croire  que  cette  hypothèse  se  trouvera  vérifiée  par 
de  nouvelles  recherches. 

Et  même,  comme  les  quelques  observations  que  nous  avons 
faites  sur  d'autres  plantes  ont  concordé  souvent  assez  exacte- 
ment avec  celles  faites  sur  le  thé,  comme  d'autre  part  bien 
des  auteurs  ont  insisté  sur  l'inconstar.ce  (ou  l'instabilité)  des 
oxydases,  nous  sommes  presque  en  droit  de  nous  demander  si 
l'avenir  ne  démontrera  pas  que  notre  théorie  est  peut-être  plus 
générale  qu'on  ne  pourrait  le  supposer  au  premier  abord. 

Nous  ne  voudrions  pourtant  pas  conclure  dès  maintenant 
qu'il  en  soit  toujours  ainsi  ;  nous  voulons  très  bien  admettre 
qu'il  existe  des  „oxydases";  si  par  exemple  ou  a  réussi  à  sé- 
parer dans  un  extrait,  par  précipitation  fractionnée,  d'une  part 
une  peroxydase,  d'autre  part  une  oxydase  et  que,  dans  cette 
oxydase,  on  ait  pu  isoler,  comme  Chodat  et  Bach  l'ont  dé- 
crit, une  oxygénase  (peroxyde)  et  une  peroxydase  (3,  laquelle 
est  différente  de  la  première,  si  on  a  démontré,  comme  on  l'a 
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fait  pour  la  tyrosinase,  que  la  peroxydase  ft  est  spécifique  pour 
l'oxygénase  à  laquelle  elle  se  trouve  réunie,  si  encore  l'oxygé- 
nase  et  la  peroxydase  sont  dans  un  rapport  constant,  si  les 
caractères  de  rox3^dase  sont  stables,  si  enfin  la  peroxydase  et 
la  peroxydase  (3  sont  nettement  distinctes  l'une  de  l'autre  par 
un  ensemble  de  caractères,  il  va  bien  sans  dire  qu'on  sera  alors 
en  présence  d'une  vraie  oxydase,  mais  tel  n'a  pas  été  le  cas 
dans  le  thé  et  dans  les  autres  plantes  qui  jusqu'ici  ont  retenu 
notre  attention. 

On  pourrait  dire  que  nous  discutons  sur  des  mots,  et  qu'il 
importe  peu  que  le  groupement  peroxydase  +  peroxyde  (oxygé- 
nase)  soit  constant  ou  non;  son  nom  „oxydase''  étant  commode, 
il  conviendrait  de  le  lui  conserver;  nous  ne  sommes  point  de 
cet  avis,  car  cela  étant  admis,  il  faudrait  alors  donner  le  nom 
d'oxydase  à  tout  groupement  peroxydase  +  peroxj^de,  quel  qu'il 
soit,  et  aussi  bien  si  le  peroxyde  est  H.2  0^  ou  tout  autre  per- 
oxyde qui  n'est  pas  de  l'oxygénase;  personne  pourtant  ne  songe 
à  semblable  extension  de  ce  terme,  et  nous  pensons  qu'il  ne 
convient  pas  de  conserver,  sous  prétexte  de  commodité,  un 
mot  qui  se  rapporte  à  une  notion  non  nettement  définie. 

Si  l'on  admet  notre  conception:  à  savoir  que  les  peroxydases 
seules  sont  constantes,  et  que  la  réaction  d'oxydase  n'apparaît 
que  si,  en  présence  de  ce  ferment,  il  se  trouve  un  peroxyde, 
on  pourra  s'expliquer  facilement  l'inconstance  des  „oxydases" 
qui  a  frappé  plusieurs  auteurs:  les  oxydations  lentes,  qui  pas- 
sent toujours  par  un  stade  peroxyde,  ne  donneront  en  présence 
de  la  peroxydase  une  „ réaction  d'oxydase"  que  si  on  peut  saisir 
un  moment  où  ces  peroxydes,  en  général  peu  stables,  peuvent 
prendre  part  à  la  réaction. 

De  l'ensemble  des  faits  exposés  ci-dessus,  pouvons-nons  dès 
maintenant  tirer  une  conclusion  en  ce  qui  concerne  la  fermen- 
tation du  thé,  et  pouvons-nous  dire  que  l'enzyme  joue  le  rôle 
principal,  ou  même  un  rôle  quelconque  dans  ce  phénomène? 
Nous  ne  saurions  l'affirmer  pour  le  moment;  les  essais  effec- 
tués avec  les  feuilles  n'ont  pas  encore  donné  de  résultats  défi- 
nitifs;  la   couleur   brune   de   la   feuille    est-elle   provoquée  par 
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l'action  de  la  peroxydase,  ou  bien  aurait-elle  lieu  tout  aussi 
bien  et  tout  aussi  vite  sans  l'enzyme?  ce  point  n'est  pas  en- 
core élucidé;  nous  avons  bien  donné  quelques  indications  sur 
l'action  de  la  peroxydase  pour  activer  l'oxydation  de  certaines 
substances  tanniqaes  ;  mais,  même  s'il  était  démontré  que  l'ad- 
jonction de  peroxydase  (éventuellement  accompagnée  de  H,  O.J 
active  la  fermentation,  cela  ne  signiefirait  pas  encore  que  ce 
procédé  soit  h  recommander,  car  il  n'est  pas  encore  prouvé 
que,  dans  tous  les  cas,  la  fermentation  est  d'autant  plus  favo- 
rable qu'elle  est  plus  rapide. 

Quant  à  la  saveur,  à  l'odeur,  etc.,  nous  n'avons  pas  davan- 
tage pu  définir  jusqu'à  présent  si  l'enzyme  a  une  influence  sur 
leur  développement,  et  si,  à  l'action  éventuelle  des  peroxydases 
de  la  feuille,  des  peroxydases  excrétées  par  des  levures  vien- 
draient ajouter  leur  action. 

Nous  avons  déjà  dit  qu'on  a  admis  a  priori  et  sans  démon- 
stration que  l'oxydase  joue  un  rôle  dans  la  fermentation  du 
thé.  On  a  dit:  cette  fermentation  étant  une  oxydation,  comme 
il  existe  dans  la  feuille  des  ferments  oxydants,  ceux-ci  doivent 
donc  activer  la  fermentation  ou  la  provoquer;  et  l'on  est  parti 
de  ces  prémisses  non  scientifiquement  établies  pour  arriver  à 
des  conclusions  qui  ne  le  sont  par  conséquent  pas  davantage. 
Les  oxydases,  nous  l'avons  vu,  doivent  être  exclues  pour  le 
moment  de  la  discussion  ;  quant  aux  peroxydases,  elle  ne  doi- 
vent pas  être  considérées  sans  preuve  comme  les  agents  de  la 
fermentation;  il  nous  semblera  bien  plus  logique  d'admettre 
que  ces  ferments  jouent  un  rôle  aiite  mortem  sur  les  peroxydes 
toujours  formés  dans  la  plante  vivante  au  cours  de  la  respi- 
ration, plutôt  que  d'accepter  que  la  plante  ait  préparé  ces  sub- 
stances pour  remplir  une  fonction  post  mortem  dans  le  phéno- 
mène de  la  préparation  du  thé. 

La  présence  d'une  abondante  peroxydase  dans  les  racines, 
la  semence,  les  organes  en  voie  de  croissance,  parle  en  faveur 
de  cette  opinion  que  le  ferment  joue  un  rôle  actif  et  principal 
dans  la  plante  et  notamment  dans  les  parties  de  la  plante  qui 
sont  en  état  de  vie  intense. 

Ann.  Jard.  bot.  Buitenz.  2e  Sër.  Vol.  X.  4* 
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On  doit  bien  remarquer  cependant  que,  si  la  présence  de 
peroxydase  dans  la  feuille  n'implique  pas  i[)so  facto  un  rôle  de 
cette  peroxydase  dans  la  fermentation  du  thé,  nous  n'entendons 
pas  dire  que  la  possiblité  d'une  semblable  action  doit  être  ex- 
clue; bien  au  contraire,  nous  voulons  très  bien  admettre  que, 
les  peroxydases  étant  présentes,  elles  continuent  après  la  mort 
de  la  plante  leur  action  jusqu'au  moment  ou  elles-mêmes  sont 
tuées;  mais  les  quelques  expériences  exposées  ci-dessus  nous 
empêchent  d'accepter  que  ces  ferments,  existant  en  petite  quan- 
tité dans  la  feuille  fraîche  et  vivante,  puissent  augmenter  plus 
tard  au  cours  du  flétrissage  et  de  la  fermentation. 

On  le  voit,  avant  de  tirer  des  conclusions  quant  au  rôle  que 
peuvent  jouer  ces  ferments  dans  la  préparation  du  thé,  il  faudra 
être  tout  aussi  prudent  que  nous  l'avons  été  à  propos  du  rôle 
éventuel  des  levures,  et  attendre  que  des  expériences  définitives 
soient  intervenues;  toute  une  foule  de  problèmes  se  posent, 
qui  sont  loin  d'être  résolus;  mais  dans  un  sujet  aussi  complexe, 
on  est  obligé  d'avancer  très  lentement,  de  donner  les  hypo- 
thèses pour  ce  qu'elles  sont,  et  de  ne  considérer  comme  défi- 
nitivement acquis  que  les  faits  absolument  démontrés,  en  se 
gardant  de  toute  conclusion  prématurée. 


MORPHOLOGISCH-PHYSIOLOGISCHE  UNTER- 
SUCHUNGEN  AN  BLÛTEN  VON  COFFEA-ARTEN. 


VON 


Dr.  F.  C.  VON  FABER. 


EINLEITUNG. 

Vorliegende  Arbeit  hat  die  Bestimmung,  eine  Lùcke  in 
unseren  KenntDissen  vod  der  Physiologie  der  Fortpflanzung 
der  Kaffeepflanze  auszufûllen. 

Bei  Betrachtung  der  Litteratiir  erscheint  es  verwimderlich, 
wie  wenig  wir  ûber  wichtige  Lebeusprozesse  und  besonders 
ûber  die  Fortpflanzung  dieser  Jahrhunderte  alten  Kulturpfianze 
im  Klaren  siod.  Fur  die  Kaffeepflanze  existieren  auf  diesem 
Gebiete  nur  kleine,  ziim  Teil  sehr  imvollstândige  Arbeiien,  die 
sicli  ûbrigens  meist  mit  morphologischen  Daten  beschâftigen 
und  worin  die  physiologische  Seite  der  Frage  eine  sehr  stief- 
mûtterliche  Behandlung  erfâhrt. 

Dies  ist  nicht  aliein  mit  der  Kaffeepflanze  der  Fall,  sondern 
auch  mit  einer  Anzahl  anderer  vvichtiger  Kulturpflanzen  :  so  z.  B. 
ist  ûber  die  Befruchtuag,  Bestaubung  etc.  vom  Cacaobaum  noch 
nichts  sicheres  bekannt,  eine  Frage,  mit  der  ich  mich  seit  kurzer 
Zeit  beschâftige. 

Die  Notwendigkeit  derartiger  exakt  wissenschaftlicher  Unter- 
suchungen  muss  jedermann  eiuleuchten,  besonders  aber  heut- 
zutage,    wo    die    Problème   der    modernen   Pflanzenkultur,   wie 
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Selektion,  Hybridisation  etc.  auch  in  den  tropischen  Landern 
mehr  und  mehr  Eingang  gefunden  haben. 

Will  m  an  dièse  Zûchtungsverfahren  mit  Eifolg  in  Anwendung 
bringeu,  so  ist  die  exakte  Kenntniss  von  der  Fortpflanzung  der 
Gewâchse  nnbedingt  erforderlicli  ;  mau  vermeidet  dadurch,  dass 
man  im  Dnnkeln  herumirrt  und  erspart  sich  unliebsame  tjber- 
raschungen. 

Hier  tritt  es  eiumal  wieder  klar  zu  Tage,  dass  allein  die 
wissenschaftliche  Untersuchung  die  Basis  einer  rationellen  Kul- 
tur  bildet. 

Buitenzorg,  Februar  1911. 


ENTWICKELUNGSGESCHICHTE,  MORPHOLOGIE  UND 
CYTOLOGIE  DER  KAFFEEBLÛTE. 

Méthode. 

Das  Material,  das  den  folgenden  Untersuchungen  zu  Grunde 
liegt,  stammt  teils  aus  meinem  Versuchs-,  teils  aus  dem  Kul- 
turgarten  zu  Buitenzorg. 

Die  jûngsten  Blûtenknospen  mussten  von  ihrer  Krone  befreit 
werden,  bevor  sie  fixiert  werden  konnten,  da  sie  ohne  dièse 
Manipulation  dem  Fixieren  ein  grosses  Hinderniss  entgegensetzen. 
Bei  der  Untersuchung  altérer  Blùten  mussten  die  einzelnen 
Telle  gesondert  fixiert  werden. 

Die  Fruchtknoten  wurden  vor  dem  Fixieren  zerschnitten.  In 
âlteren  Stadien,  wenn  sich  die  Frùchte  zu  entwickeln  beginnen, 
war  eine  Prâparation  besonders  notv^endig,  um  bei  der  Fixierung 
ein  gutes  Résultat  zu  erlangen.  Hierzu  wurden  sie  erst  vorsichtig 
zerschnitten,  von  der  Fruchtknotenwand  so  viel  wie  môglich 
befreit  und  zuletzt  die  Luft  unter  der  Luftpumpe  môglichst 
daraus  entfernt,  um  der  Flûssigkeit  ein  schnelleres  Eindringen 
in  das  Gewebe  zu  ermôglichen. 

Fur  das  Fixieren  kamen  folgende  Flùssigkeiten  in  An- 
wendung: 
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1.  Flemming's   Chrom-Osmium-Essigsâure  (stârkere  Kon- 
zentration). 

2.  Flemming'sche   LôsuDg  (schwache  Konzentration) 

3.  Abs.  Alkohol 600  ccm 

Chloroform 300  ccm 

Eisessig 100  ccm  (Carnoy) 

4.  Zinkchlorid 2  gr 

Eisessig 2  ccm 

507^  Alkohol lOOccm  (Jdel) 

Lôsung  1  und  2  ergaben  gute  Resultate,  doch  verwandte  ich 
haiiptsâchlich  die  zweite,  schwâchere,  da  sich  die  durch  die 
stârkere  Lôsung  hervorgerufene  Schwârzung  der  Gewebe  mit- 
tels  Wasserstoffsuperoxyd  nicht  vôllig  beseitigen  liess.  Die  mit 
der  schwâcheren  Lôsung  behandelten  Prâparate  zeigten  ausser- 
dem  bessere  Kernstrukturen. 

Die  dritte  Flûssigkeit  kam  in  Anwendung,  wenn  es  darauf 
ankam,  môglichst  schnell  Ûbersichtsbilder  zu  erhalten. 

Die  vierte  Lôsung,  die  besonders  fur  schwer  durchdringliche 
Objekte  geeignet  ist,  wurde  zur  Fixierung  der  âlteren  Frucht- 
knoten  benutzt. 

Das  Auswaschen  und  Entwâssern  der  Objekte  erfolgte  in  der 
ûblichen  Weise;  letzteres  musste  besonders  vorsichtig  geschehen, 
da  leicht  Schrumpfungen  entstehen.  Nach  dem  Auswaschen  wur- 
den  die  Objekte  daher  erst  in  Alkohol  von  307o  gebracht,  dann 
in  solchen  von  40,  50,  60,  70,  80,  90,  96°/^,  spâter  in  absoluten 
Alkohol  und  dann  durch  Xylol  in  Parafïin  von  45,  55  und 
schliesslich  62°  C  gebracht. 

Zum  Schneiden  benutzte  ich  ein  Mikrotom  nach  Minot,  w^elches 
innerhalb  kurzer  Zeit  eine  sehr  grosse  Menge  guter  Schnitte 
herzustellen  gestattet.  Die  Schnittdicke  war  meist  10  //;  um 
besondere  Stadien  zu  studieren,  w^urden  auch  5  ^  dicke  Schnitte 
vorgenommen. 

Zur  Farbung  benutzte  ich:  1.  Flemming's  Dreifarbenverfahren, 
2.  Eisenhamatoxylin  nach  Heidenhain,  3.  Hâmatoxylin  nach 
Friedlânder. 
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1.    Ontogenetische  Entwickelung  der  Blute. 

Die  Blûtenentwicklung  wurde  sowohl  an  Freihandschnitten 
als  an  Mikrotomprctparaten  studiert.  Das  Anfangstadium  einer 
Blute  stellt,  wie  schon  beobachtet  ^),  eine  Warze  dar,  an  welcher 
zuerst  zwei  seitliche  und  dann,  decussiert  zu  diesen,  eine  vordere 
und  hintere  Anscliwelluug  entsteht,  die  ersten  Anlagen  der 
Hûllblâtter.  Dièse  strecken  sich  in  die  Hôhe  und  umschliessen 
einen  mit  Colleteren  bekleideten  Raum,  auf  dessen  Boden  die 
eigentliche  Blute  als  kl  eine  Warze  entsteht,  (Taf.  I,  Fig.  1 — 3). 

Auf  dieser  Warze  bilden  sich  successiv  5  kleine  Erhebungen, 
die  Anlagen  der  Kelchzipfel.  Ihre  Entwicklung  geschielit  fol- 
gendermaassen  :  zuerst  wird  vorne  eine  kleine  Warze  gebildet, 
dann  erhebt  sich  die  zweite  médian  an  der  Hinterseite,  wieder 
eine  dritte  vorne  und  dann  die  beiden  letzten  latéral. 

Die  Entwicklung  der  Sepalen  hôrt  bald  auf,  sodass  sie  an 
der  fertigen  Blute  nar  als  kleine  Zipfel  erscheinen. 

Nachdem  sich  die  Hôcker  der  Kelchblâtter  entwickelt  haben, 
streckt  sich  der  Blûtenstiel  und  werden  die  Kronblâtter  als 
5,  mit  dem  Kelchhôckern  alternierende  Warzen  angelegt.  Beinah 
gleichzeitig  mit  den  Warzen  der  Kronblattern  erfolgt  auch  die 
Bilduag  der  Antheren  uad  zwar  gleich  den  Kronblattern  alter- 
nierend  mit  den  Kelchblâttern.  (Taf.  I,  Fig.  4 — 8). 

Wcïhrend  der  Blûtenstiel  und  die  Anlagen  der  Blûtenkrone 
in  die  Hôhe  wachsen,  entstehen  in  der  Mitte  des  Blùtenvege- 
tationspunktes  die  beiden  hufeisenfôrmigen  Erhebungen  der 
beiden  Fruchtblâtter,  eine  vorne  und  eine  hinten,  welche  spâter 
durch  interkalares  Wachstum  emporgehoben  werden.  Anfangs 
ist  der  Blùtenvegetationspunkt  flach,  wird  aber  bald  dadurch 
hohl,  weil  vor  der  Mitte  eines  jeden  Fruchtblattes  eine  gruben- 
fôrmige  Vertiefung,  infolge  eines  gesteigerten  Wachstums  der 
Mittelregion  des  Bliiteuvegetationspunkts,  entsteht. 

Der   Griffel   entsteht  dadurch,   dass   die    oben    verwachsenen 


1)    Vergl.   Froehner  —   Die   Gattung   Coffea    und    ihre  Arten.  —  Engler's  Bota- 
nische  Jahrbiicher.  1898,  S.  238. 
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Fruchtblâtter  in   die    Hôlie   geschoben   werden;  eine  nachtrag- 
liche  Spaltiing  fûbrt  zur  NarbenbilduDg. 

In  diesem  Stadium  bat  der  Kelcb  sein  Wacbstiuu  beendet, 
Wcïbrend  die  Kronblâtter  am  Grunde  mit  einander  verwacbsen, 
um  als  Rôbre,  mit  den  inzwischen  entwickelten  kurzen  Fila- 
menten,  gemeinsam  in  die  Hôbe  zu  streben  ;  gleicbzeitig  biermit 
entsteht  zwiscben  Blûten-  und  Frucbtblattern  der  drûsenbesetzte 
Discus  als  ein  dicker  WuLst. 

2.    Das  Gynaeceum. 

a.   Anatomie  des  Frucbtknotens  und  der  Frucbt  mit 
Ausnabme  der  Samenanlagen. 

Das  Frucbtknotengewebe,  anfangs  ziemlich  gleichfôrmig,  be- 
kommt  mit  der  Reife  der  Gescblecbtsorgane  nnd  besonders  mit 
der  Reife  der  Samen  einen  compliziertereu  Bau. 

Querscbnitte  durcb  einen  Frucbtknoten  etwas  vor  oder  zur 
Zeit  der  Reife  der  Gescblecbtsorgane  zeigen  nnterhalb  des  Griffel- 
ansatzes  das  sogenanute  leitende  Gewebe,  in  dem  die  Pollen- 
scblâucbe  ans  dem  Griffelgevvebe  zu  den  Samenanlagen  gelangen  i). 

Zur  Zeit  der  Reife  der  Gescblecbtsorgane  bietet  ein  Quer- 
scbnitt  des  Frucbtknotens  das  folgende  Bild: 

Das  ziemlicb  gleicbfôrmige  Gewebe  wird  nacb  aussen  von 
einer  einzelligen  Epidermis  begrenzt.  Gegen  das  Frucbtfacb  biu 
findet  sicb  ebenfalls  eine  engzelUgere  Scbicbt  vor.  Das  ûbrige 
Gewebe  bestebt  ans  ziemlicb  dickwandigem  Parencbym,  in 
welcbem  in  Querscbnitten  ein  innerer  und  ein  âusserer  Kreis 
von  Gefâssbûndeln  bervortreten.  Diejenigen  des  inneren  Kreises 
sind  grôsser  als  die  des  âusseren  und  endigen  im  Gewebe  des 
Discus.  Diejenigen  des  ausseren  Kreises  sind  kleiner  und  geben 
in  die  Kronblâtter  ùber. 

Im  Gewebe  der  Frucbtknotenscbeidewand,  die  aus  kleineren 
Zellen  als  das  ûbrige  Frucbtknotengewebe  zusammengesetzt  ist, 
verlâuft   ein  Gefâssbûndel  das  im  Funiculus  der  Samenanlagen 


1)  Vergleiche  hierfûr:  Besclireibung  des  Griffels. 
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je  einen  Ast  abgiebt.  Im  Parenchym  des  Fruchtknotens  finden 
sich  zahlreiche  Zellen  mit  Calciumoxalat-kristallsand. 

Nach  der  Befruchtung  andert  sich  bald  das  Friichtknoten- 
gewebe,  indem  eine  deutlichere  Sonderung  des  Endocarps  her- 
vortritt.  Dièses  differenziert  sich  in  drei  Schichten.  Tnnerhalb 
des  ianeren  Gefâssbûndelkreises  ist  die  erste  Schicht  daran 
kenntlich  das  ihre  Elemente  sich  anfangen  radial  zu  strecken; 
auf  dièse  nur  einreihige  Schicht  folgt  nach  innen  eine  ans 
mehreren  Reihen  bestehende  Schicht  kleinerer  und  dann  eine 
ebenfalls  mehrreihige  Schicht  tangeutial  gestreckter  faserfôr- 
miger  Zellen. 

Beim  Weiterwachsen  der  Frucht  fallen  dièse  drei  Schichten 
deutlicher  ins  Auge;  hat  die  Frucht  z.  B.  einen  Durchmesser 
von  10  mm,  so  sind  die  Zellen  der  ersten  Schicht  stark  pallis- 
sadenartig  gestreckt,  die  zweite  Schicht  ist  sklerotisch  geworden, 
indem  ihre  Elemente  sich  stark  verholzt  haben,  wâhrend  sich 
auch  die  dritte  Schicht  etwas  verdickt  hat.  Zur  Zeit  der  Frucht- 
reife  ist  der  anatomische  Bau  etwa  folgender:  das  Parenchym- 
gewebe  ist  dickwandiger  geworden  und  euthâlt  Kristalle;  der 
âussere  Gefâssbûudelkreis  tritt  deutlich  hervor.  Hierauf  folgt  nach 
innen  zu  eine  Schicht,  deren  Zellen  stark  zusammengedrûckt 
sind  und  zwischen  welcher  der  innere  Gefâssbûndelkreis  zu 
sehen  ist.  Weiter  nach  innen  kommt  dann  die  Pallissadenschicht, 
deren  Zellen  stark  verschleimte  Membranen  aufweisen. 

Die  sklerotische  Schicht  mit  stark  verholzten  Zellmembranen 
bildet  die  sogenannte  Pergamenthûlle.  Die  letzte  Schicht  des 
Endocarps  ist  braun  gefarbt  und  meist  obliteriert. 

Die  Gefassbûndel  des  Fruchtknotens  bestehen  aus  Ring-,  Spiral- 
und  getdpfelten  Gefassen  und  werden  von  Bast-  und  kurzen 
sklerotischen  Fasern  begleitet. 

b.   Die  Samenanlagen. 

Die  Entwicklung  der  anatropen  Samenanlagen  geschieht 
folgendermaassen  : 

Die  Zellen  der  Placenta  unterscheiden  sich  von  denen  der 
Fruchtknotenscheidewand  durch  ihre  stârkere  Fârbung. 
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Zur  Zeit  der  Samenknospeneutwickelung  wôlben  sich  eine 
Anzahl  Zellen  der  Placenta  iu  das  Fruchtfach  vor  und  bilden 
so  den  Anfang  der  Samenknospe.  Laugschnitte  durcli  in  diesem 
Entwickelungszustand  befiudliche  Fruchtknoten  zeigen,  dass 
duvch  eine  lebhafte  Zellteilnng  des  ans  der  Placenta  hervor- 
gegangenen  Hôckers  dièse  bald  fast  den  ganzen  zur  Verfûgnng 
stehenden  Raum  im  Fruchtfach  einnimmt,  sodass  nur  ein  schmaler 
Spalt  zwischen  Samenanlage  und  Fruchtknotenwand  ûbrig  bleibt. 
(Taf.  II,  Fig.  9). 

Es  sei  hier  kurz  betont,  das  zu  Anfang  der  Samenknospen- 
bildung  unterhalb  dièses  Orgaus  aus  der  Placenta  die  Entstehung 
eines  neuen  sichtbar  ist.  Dièses  Organ,  das  ich  unten  eingehend 
besprechen  werde,  ist  der  Obturator. 

Verfolgen  wir  mm  die  weitere  Entwicklung  der  Samenknospe 
in  Lângsschnitten,  so  sehen  wir,  dass  dièse  erst  ein  wenig  in 
die  Hôhe  wâchst,  also  nach  dem  oberen  Teil  der  Fruchtknoten- 
wand hin.  Hier  angekommen,  ist  sie  gezwungen  nach  unten 
umzubiegen.  Ungefâhr  zn  dieser  Zeit  begint  auch  die  Bildung 
des  einzigen  Integuments  (Taf.  II,  Fig.  10). 

In  Lângsschnitten  gesehen  wôlben  sich  oberhalb  und  unter- 
halb des  Nucellus  eine  Anzahl  Zellen  nach  aussen  und  bilden 
hierdurch  den  ersten  Anfang  des  Integuments,  welches  von  An- 
fang an  mehrschichtig  ist  und  sich  im  Laufe  der  weiteren 
Entwickelung  durch  lebhafte  Zellteilnng  sehr  verdickt.  Wâhrend 
sich  der  Nucellus  nach  unten  umbiegt  ûberholt  ihn  das  Inte- 
gument,  wâchst  iiber  ihn  hinaus,  (Taf.  III,  Fig.  11)  nur  einen 
kleinen   Kanal,  die  Mikropyle,  frei  lassend. 

Lângsschnitte  durch  fertige  Samenanlagen  zeigen,  dass  der 
Nucellus  im  Verhâltuiss  zum  Integument  verschwindend  klein 
ist  und  in  befruchtungsfâhigen  Sameuknospen  fast  ganz  durch 
den  Embryosack  eingenommen  wird  (Taf.  II,  Fig.  12).  In  nicht 
ganz  médian  getroffenen  Schnitten  der  Samenknospe  erscheint 
dièse  daher  nackt.  Hierdurch  mag  es  auch  gekommen  sein,  dass 
ScHLEiDEN  ')    die  Samenanlagen  der  Rubiaceen  als  anatrop  und 

1)    Einige    Blicke    auf  die  Entwickelungsgeschichte  des  vegetabilisclien  Organismus 
bei  den  Phanerogamen.   Wiegmann's  Arch.  3,  1837,  S.  289,  414. 

Ann.  Jaid.  Botan.  Buitenz.  2e.  Sév.  Vol.  X.  5 


66 

integumentlos  bezeichnet  hat,  habeii  doch  viele  Vertreter  diesei- 
Famille,  wie  Lloyd  •)  uachgewiesen,  tatsâchlich  nur  ein  dickes 
nicht  sofort  ins  Auge  fallendes  Integument.  Schon  Warming  ^) 
betont,  dass  es  sehr  begreiflich  ist,  wie  das  einzige  dicke  lute- 
gument  mit  der  dûnnen  und  scbwer  erkennbaren  Mikropyle 
leicht  ùbersehen  werden  kann. 

Die  alhïiâhliche  Entwickelung  der  Samenanlage  in  Quer- 
schnitte  betrachtet  gestaltet  sich  folgendermaassen  : 

Aus  der  Placenta  entsteht  die  Samenanlage  als  ein  kleiner 
Hôcker  der  sicb  im  Fruchtfach  hervorwôlbt  und  im  Anfang 
erst  ein  wenig  nacli  einer  Seite  hin  wâchst.  In  diesem  Stadium 
ist  auch  der  Obturator  zu  selien  wie  er  die  junge  Samenan- 
lage umgiebt. 

Dièse  biegt  sich  bei  der  Weiterentwickelung  bald  nach  der 
entgegengesetzten  Seite  des  Fruchtfaches  hin  und  verdrângt  all- 
mâhlich  das  Obturatorgewebe,  sodass  letzteres  in  âlteren  Stadien 
nur  noch  als  dùnne  Lamelle  sichtbar  isl.  Wenn  der  Embryo- 
sack  schon  fertig  ausgebildet  und  das  Ei  befruchtungsfâhig  ist, 
sind  die  jungen  Samenknospen  stark  gewachsen  und  fûllen  beinah 
das  ganze  Fruchtfach  aus.  Nach  der  Befruchtung  ândert  sich 
die  Gestalt  der  Samenanlage  bald.  Die  starke  Vermehrung  des 
Endosperms  ist  die  Ursache  dass  der  kurze  Funiculus  beiseite 
gedrûckt  wird;  der  heranwachsende  Same  zeigt  im  Querschnitt 
eine  keulenfôrmige  Gestalt.  Hat  die  Frucht  ungefâhr  einen  Durch- 
messer  von  etwa  10  mm  erreicht,  so  erfolgt  eine  zweite  Um- 
krùmmuug  des  Samens,  indem  sich  das  am  stârksten  wachsende 
Ende  des  Samens  am  entgegengesetzten  Ende  der  Ansatzstelle 
des  Funiculus  umkrûmmt  und  zwischen  Scheidewand  und 
Funiculus  einschiebt.  Hierdurch  entsteht  die  eigeuartige  Ge- 
stalt des  Samen  im  Querschnitt  gesehen,  worauf  ich  spâternocb 
zurûckkomme. 

Dièse  eigentûmliche  Krûmmung  der  Samenknospe,  die  in 
Querschnitten    besonders   deutlich    ins    Auge    filllt,    macht  die 


1)  The   compafalive   eriibiyolosie   oï  tlie    lliibiaceae.   Meni.   of  tlie   Torrey  botan. 
Club,   Vol.  8,  N«.  1,  l'ait  1,  1899. 

2)  De  l'ovule.  Ann.  Se.  Nat.  liot.  4  1878,  S.  177. 
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Deutung  der  Lage  von  FuDiculus  und  Nucellns  wohl  etwas 
schwierig.  Da  der  Obturator  durch  die  eigentùmliche  Lage  der 
Sameiiknospe  beeinflusst  wird,  komme  ich  bei  der  eingehenden 
Besprechung  desselben  noch  einmal  hierauf  zurûck. 

Von  der  Placenta  ans  lâuft  ein  Gefassbùudel  in  den  Fnnicnlns 
und  Nucellus  und  endet  dort  in  der  Chalaza.  Dièses  Bûndel 
entsendet  ebenfalls  ein  solclies  in  die  Raphe,  welches  wieder 
fur  sich  eine  Anzalil,  im  rechten  Winkel  nacli  links  und  redits 
sich  abzweigende,  zarte,  meist  nur  zwei  Gefâsse  fûhrende  Ne- 
benbûndel  bildet,  die  im  Integnment  ein  Stùckchen  weit  zu 
sehen  sind.  Bas  Raphebûndel  tritt  deutlich  hervor  wenn  man 
Sanien  in  Wasser  quillt,  die  Samenschale  mit  der  Nadel  ans 
der  tiefen  Furche  herauslôst  und  die  lôsende  Haut  in  Chloral- 
hydrat  legt.  Man  sielit  dann,  dass  es  ans  ziemlich  zahlreichen, 
sehr  zarten  Spiralgefassen  besteht,  die  eine  Weite  von  7 — 10  (.i 
besitzen.  Die  Nebenbûndel,  die  voni  Raphebûndel  nach  links  und 
rechts  in  die  Samenschale  abzweigen,  gehen  nicht  auf  die  kon- 
vexe  Seite  der  Same  ûber,  sodass  dièse  Seite  gânzlich  bnndel- 
frei  ist. 

Gewôhnlich  entwickelt  sich  in  jedem  Fruchtfach  nur  eine 
Samenknospe.  Bei  polyembryonischen  Kaffeefrûchten  bilden  sich 
aber  zwei  oder  drei  Samenknospen  in  jedem  Fruchtfach.^)  Haufig 
kommt  es  aber  auch  vor,  dass  sich  in  der  zweifâcherigen  Frucht 
nur  eine  Samenknospe  entwickelt  und  die  andere  bald  verkûm- 
mert.  Erstere  schiebt  dann  beim  Heranwachsen  zum  Samen 
die  Scheidewand  bei  Seite  und  fûllt  die  ganze  Fruchthôhle  aus^ 
Der  Same  ist  dann  im  Querschnitt  nicht  plankonvex  sondern 
rund  (Perlkaffee). 

Die  Krûmmung  der  Samenknospe  ist  meist  in  den  beiden 
Fruchtfâchern  nicht  gleichsinnig.  Es  kommt  aber  auch  haufig 
vor,  dass  dies  der  Fall  ist. 

Ûber  dass  Zustandekommen  der  eigentûmlichen  abgeplatteten 
Gestalt,  wie  wir  sie  in  der  Querschnittsbilder  sehen,  môchte 
ich  hier  noch  einiges  mitteilen.  Marchand  giaubte  dièse  Form 


1)  Vergl.  hierfur  Kapitel  „Polyembryonie". 
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dem  Vorhandensein  des  Obturators  znschreiben  zu  mûssen.  Tch 
bin  dagegen  zu  der  AuffassuDg  gelangt,  dass  die  abgeplattete 
Gestalt  weniger  mit  dem  Obturator  als  mit  dein  Wachstum 
des  Fruchtfaches  zu  tnn  hat. 

Dièses  hat  im  Querschnitt  gesehen  zuerst  fast  kreisrunde 
Gestalt.  Spâter  wilchst  es  jedoch  in  taiigentialer  Richtung  ans 
imd  wird  dadurcli  etwas  radial  abgeplattet.  Um  môglichst  viel 
Raum  zu  sparen,  wendet  die  Samenknospe  sich  zunachst  nach 
der  einen  Seite  des  Samenfaches  und,  wemi  dièse  Seite  gefûUt 
ist,  biegt  sie  sich  nach  der  anderen  Seite  hin.  Entsprechend  der 
abgeplatteten  Gestalt  des  Fruchtfaches  nimmt  auch  die  Samen- 
knospe dièse  Form  an.  Wenn  das  Fruchtfach  seine  définitive 
Gestalt  und  Grosse  erreicht  hat,  muss  die  Samenanlage,  um 
weiter  Platz  zu  finden,  sich  nochmals  umkrûmmen. 

c.    Der  Obturator. 

Das  Vorhandensein  eines  Obturators  bei  Coffea  arabica  wurde 
zuerst  von  Marchand  ^)  festgestellt.  Dièses  Gewebe  das  bei  der 
Befruchtung  eine  vs^ichtige  Rolle  spielt,  habe  ich  auch  bei  den 
anderen  Arten  dieser  Gattung  gefunden.  Ûbrigens  scheint  das 
Vorhandensein  eines  Obturators  bei  den  Rubiaceen  nicht  selten 
zu  sein. 

Lloyu  fand  es  bei  Diodia  Virginiana  und  Diodia  ter  es  und 
auch  bei  Richardsonia  pilosa  und  nennt  es  „Strophiole'\  Ich 
habe  ausser  Coj^ea  auch  nocli  nahe  verwandte  Gattungen,  u.  a. 
Pavetta  speciell  daraufhin  untersucht  nnd  gefunden,  dass  auch 
hier  ein  Obturator  vorhanden  ist. 

Auf  den  Obturator  als  leitendes  Organ  fur  die  Pollenschlâuche 
und  die  physiologische  Bedeutung  dièses  Gewebes  komme  ich 
spâter  bei  der  Besprechung  der  Befruchtung  noch  zurûck.  Hier 
sei  zunachst  nur  die  Entw^icklung  und  Auatomie  dièses  eigen- 
artigen  Gewebes  kurz  geschildert. 

In  Lângschnitten  durch  ganz  junge  Fruchtknoten  sieht  man 
unterhalb  der  Anheftungsstelle  der  Samenanlage  an  die  Placenta 

1)    Recherches   organographiques   et   organogéniques   sur   le   Cofïea  aiabica   L.    — 
Paris  1804.  S.  30. 
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eiu  ebenfalls  aus  cler  Placenta  hervorgegangenes  Gewebe  in  clas 
Fruchtfach  vorspringen  (Taf.  II.  Fig.  10).  Dièses  Organ  ist  der 
Obturator,  dessen  Entstehung  ungefâhr  gleichzeitig  oder  etwas 
sp'dter  als  die  der  Samenanlage  erfolgt.  Gewôhnlich  ist  der 
Obturator  schon  gut  sichtbar  wenn  das  Integnment  sich  aus 
dem  Dermatogen  der  Samenanlage  differenziert. 

Die  Entstehung  des  Obturators  aus  dem  Placentagewebe 
môchte  icli  hier  ganz  besonders  betoneu.  Seine  Zellen  sind  von 
Anfang  an  an  dieser  Stelle  mit  denen  der  Samenanlage  ver- 
wachsen.  In  jungen  Stadien  sind  die  Elemente  des  Obturators 
von  denen  der  Samenknospe  noch  nicht  zu  unterscheiden. 

Bei  der  Weiterentwickelung  der  Samenknospe,  etwa  zur  Zeit 
wenn  dièse  nach  unten  umbiegt  und  das  Integument  anfangt 
sich  ûber  dem  Nucellus  zu  schliessen,  entsteht  ein  eigentlicher 
Funiculus  dadurch,  dass  sich  die  ursprungliche  Ansatzstelle  der 
Samenknospe  au  der  Placenta  in  das  Fruchtfach  vorstreckt. 

Die  Folge  dieser  Streckung  des  Funiculus  ist,  dass  der  Ob- 
turator, der  von  Anfang  an  mit  diesem  Teil  der  Samenknospe 
fest  verwachsen  war,  mitgenommen  wird.  Hierdurch  wird  die 
scheinbare  Entstehung  des  Obturators  aus  dem  Funiculus  er- 
klârlich.  In  Wirklichkeit  entstehen  beide  gleichzeitig  ans  der 
Placenta,  stehen  aber  von  Anfang  an  mit  einander  in  Verbindung. 

Die  ursprnngliche  Bildung  des  Obturators  gleichzeitig  mit  der 
Samenknospe  aus  dem  Placentagewebe  habe  ich  vorhin  deshalb 
besonders  betont,  da  Lloyd  bei  Dioclia  teres  und  D.  Virglniana 
angiebt,  dass  der  Obturator  (Strophiole,  Lloyd)  vom  Funiculus 
aus  entsteht,  obwohl  seine  Zeichnung  (Figur  14,  Tafel  12)mehr 
die  Entstehung  dièses  Gewebe  ans  der  Placenta  als  aus  dem 
Funiculus  illustrirt.  Er  sagt  daruber  Folgendes  i)  :  „In  the  Sper- 
macoceae  there  is  in  addition  to  the  integument  a  second  out- 
growth  derived  from  the  funiculus  and  hère  called  a  strophiole". 

Schweiger2)  der  die  Samenentwickelung  der  Euphorbiaceen 
genauer  studierte  und  sich  besonders  mit  dem  Obturator  befasste 


1)  1.  c.  S.  59. 

2)  Beiti-âge  zur  Kenntniss  der  Samenentwickelung  der  Euphorbiaceen  :  Flora,  Bd.  94, 
1905.  S.  339. 
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hebt  hervor,  dass  dort  der  Obtnrator  ein  vora  Funiculus  un- 
abhâDgiges  Gewebe  darstellt,  indem  beide  iinabhângig  von  ein- 
auder  entsteheu.  Nach  der  Beschreibung  Schweiger's  scheinen 
bei  der  Gattung  Ricinus  ahnliche  Verhâltnisse  vorzuliegen  wie 
bei  der  Gattung  Cojifea,  denn  er  sagt:  „Auf  spateren  Stadien 
der  Entwickelung  gewinnt  es  den  Anschein,  als  sei  der  Obtn- 
rator dem  Funiculus  entsprungen;  die  Entwickelunggeschichte 
beweist  aber,  dass  dem  nicht  so  ist.  Jene  Gewebezone  der  Pla- 
centa, ans  welcher  der  Funiculus  und  selbstândig  darûber  der 
Obtnrator  entspringt,  erfâhrt  bald  eine  betrâchtliche  Streckung  ; 
der  Fnnicnlus  wendet  sich  dann  in  scharfer  Krùramung  nach 
abwârts,  was  besonders  nach  dem  Verlaufe  des  Gefassbùndels 
beurteilt  werden  kann.  Der  Obtnrator  liegt  aber  in  spateren 
Entwickelungsstadien  scheinbar  dem  Funiculns  auf.  Er  ist  aber 
nicht  mit  ihm  verwachsen,  noch  weniger  ist  er  hervorgegangen 
aus  dem  Funiculns,  wie  Dalmer  meint,  etc." 

Zur  Zeit  der  Befruchtung  stellt  der  Obtnrator  ein  glocken- 
fôrmiges  Gebilde  dar,  welches  die  Samenanlagen  bis  zur  Mitte 
umhûllt  und  meist  ringsum  mit  dem  Integnment  fest  verwachsen 
ist;  in  diesem  Stadium  liegt  die  Mikropyle  dem  Obturator  auf, 
wird  aber  nicht  ganz  durch  ihn  verschlossen  (Taf.  IV,  Fig.  17, 18). 

Ein  Gefassbûndel  besitzt  der  Obturator  nicht.  Ich  betone  dies, 
weil  Lloyd  bei  DiocUa  Virginiana  von  einem  „vascular  tissue"  in 
dem  Obturator  spricht.  Er  sagt:  „In  the  first  place,  the  snpply 
of  vascular  tissue  to  the  ovule  is  confined  to  the  strophiole. 
A  single  strand  ofthesame  passes  through  the  funicule  and  upou 
reaching  the  strophiole  divides,  sending  one  brandi,  the  chief 
one,  to  the  chalazal  région  of  the  strophiole,  the  other  toward 
the  micropylar  région". 

Wilhrend  die  Zellen  des  Obturators  anfânglich  von  denjenigen 
der  Samenknospe  nicht  zu  unterscheiden  sind,  (sie  sind  isodia- 
metrisch,  enthalteu  viel  Plasma  und  einen  grossen  Kern)  ver- 
lieren  sie  spiiter  ihre  bisherige  Gestalt  und  wachsen  zu  langen 
haarfôrmigen  Gebilden  aus,  was  besonders  zur  Zeit  der  Befruch- 
tung und  unterhall)  der  Mikropyle  der  Fall  ist.  Es  sei  noch 
bemerkt,  dass  dièse  Zellen  sich  besonders  mit  Hâraatoxylin  stark 
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tingieren.  Die  Zellmembranen  sind  dûnn  und  enthalten  anschei- 
nend  Schleimsubstanzen,  wenigsteos  deutet  die  Reaktion  mit 
Riitheiiiiimrot  darauf  hin. 

Nach  der  Befruchtung  verschwindet  der  Obturator  allmahlich. 

3.    Cytolofiische   Untersuchung  des  Gynaeceums. 
a.   Das  Archespor. 

Das  weibliche  Archespor  ist  schon  in  sehr  jungen  Entwicke- 
luDgsstadien  der  Samenkuospe  sichtbar. 

Etwa  in  der  Mitte  der  juugen  Sameuanlage,  6  Zellscliichten 
unterhalb  des  Dermatogens,  fallen  eiue  Anzahl  von  Zellen  durch 
ihre  Grosse  nnd  intensive  Fârbung  ilirer  Kerne  anf.  Die  Anzahl 
dieser  Zellen  wechselt  sehr,  einmal  fand  ich  deren  sechs,  raeist 
aber  zwei  oder  drei  (Taf.  II,  Fig.  9  und  Taf.  III,  Fig.  13). 

Die  Kerne  dièses  Gewebecomplexes  zeichnen  sich  von  den 
anderen  sie  umgebenden  nicht  alleiu  dnrch  ihre  Grosse,  sondern 
auch  dadurch  ans,  das  ihr  Chromatingerûst  ein  viel  lockereres  ist. 

Ahnliche  Verhblltnisse  fand  Lloyd  bei  dem  Studium  anderer 
Rubiaceen,  so  z.  B.  bei  Diodia  Virginiana,  jedoch  ist  bei  den 
Vertretern  dieser  Gattung  der  Gewebecomplex  direct  unterhalb 
dem  Dermatogen  g'elegen,  was  bei  Cojfea  nicht  der  Fall  ist,  wie 
oben  betont  wurde.  Frûhzeitig  unterscheidet  sich  die  mittelere 
Zelle  des  Complexes  von  den  anderen  Zellen  nicht  allein  durch 
ihre  Grosse,  sondern  auch  durch  Verânderungen  in  dem  Kern- 
gerûst,  die  darauf  hindeuten,  dass  Teilungen  des  Kerns  bevor- 
stehen.  Die  anderen  sich  nicht  teilenden  Zellen  haben  ein  deut- 
lich  ruhendes  Chromatin  und  werden  allmahlich  von  der  zur 
Teilung  sich  anschickenden  Zelle  verdrângt.  Niemals  habe  ich 
beobachtet,  dass  eine  von  ihnen  dieselben  Verânderungen  durch- 
macht  wie  die  mittlere  Zelle,  weshalb  ich  nicht  giaube,  dass 
sie  als  Ciberzâhlige  Archesporzellen  aufzufassen  sind.  Auch  Lloyd 
gibt  fur  Diodia  an,  dass  die  die  Archesporzelle  umgebenden 
Zellen  sich  nicht  wefter  zu  Embryosâcken  entwickeln  kônnen: 
„In  the  form  hère  being  described,  the  archesporium,  however, 
contains  only  one  functional  megaspore  mother-cell  (fig.  3)  sur- 
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rounded  by  a  nnmber  —  about  a  half  dozen  —  of  cells  of 
similar  charakter,  but  reduced  in  size,  and  as  tlieiv  later  history 
shows,  possessing  usally  no  ability  to  divide  or  to  act  as  em- 
bryosac  fandaments". 

Die  Bildung  des  Embryosacks  ans  dem  Arcliespor  findet,  wie 
meine  Untersuchungen  gezeigt  haben,  bei  der  Vertretern  der 
Gattung  Coffea  anf  eine  etwas  andere  Weise  statt  als  dies 
gewôhnlich  der  Fall  ist.  Bei  der  Tetradenteilung  werdeu  nilm- 
lich  Scheidewânde  nicht  gebildet.  Hierbei  muss  aber  ausdrûck- 
lich  betont  werden,  das  eine  eigentliche  Zellbildung  wohl  ein- 
getreten  ist,  da  sich  trotz  de  fehlenden  Wânde  die  vier  Kerne 
mit  Plasma  umgeben.  Das  Ausbleiben  der  Wandbildung  bei  der 
Tetradenteilung  ist  niclit  so  selten  wie  man  anfangs  wohl  glau- 
ben  kônnte,  und  steht  den  Fâllen  mit  normal  auftretenden 
Wânden  entwickelungsgeschichtlich  sehr  nahe.  So  berichtet 
Smith  i),  dass  in  den  Tetraden  von  Eichhornia  crassipes  Wânde 
in  den  meisten  Fâllen  nicht  auftreten,  und  Cannon  ^)  giebt  fur 
Avena  fatua  etwas  âhnliches  an.  Die  Figuren  dieser  Arbeiten 
zeigen  deutlich  dass  eine  Zellbildung  eingetreten  ist  und  dass 
die  Kerne  sich  mit  abgegrenztetn  Plasma  umgeben  haben. 

Das  bei  anderen  Rubiaceen  eine  etwas  abw^eichende  Tetraden- 
teilung schon  beobachtet  wurde,  beweist  die  Angabe  von  Lloyd^) 
fur  Crucianella,  wovon  er  sagt,  dass  «megaspores  and  their  déri- 
vâtes remain  in  a  syncytial  condition". 

Ich  glaube,  dass  diejenigen  Fâlle  in  denen  bei  der  Tetraden- 
teilung eine  Wandbildung  nicht  mehr  eintritt,  und  diejenigen 
bei  denen  der  Embryosack  direkt  aus  der  Archesporzelle  her- 
vorgeht  entwicklungsgeschichtlich  zusammenhângen.  Bereits 
Lagerberg  •*)  hat  auf  diesen  Umstand  aufmerksam  gemacht. 


1)  A  contribution  to  te  liveliistory  of  the  Pontedei'iaceae.  —  Bot.  Gaz.  25. 

2)  A  morphological  study  of  tlie  flower  and  erabr3'0  of  the  wild  oat,  Avena  fahia  L. 
Proceed.  Calif.  Acad.  Se,  Ser.   3,  Bot.  i. 

3)  L.  c.  S.  83. 

4)  Studien  iiber  die  Entwicivelungsgeschiclite  etc.  von  Adoxa  Moschatellina  L. 
Kiingl.  Svenska  Vetenskapsakad.  Handlingar,  Bd.  44.,  N».  44,  1909. 
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b.  Bildung  des  Embryosacks. 

Wie  oben  schon  kurz  angegeben  teilt  sich  die  Embryosack- 
niutterzelle  in  vier  nackte  Tochterzellen,  wovon  die  obère 
znm  Erabryosack  wird.  Dièse  bleibt  allein  ûbrig,  da  die  untereu 
Tochterzellen  zu  Grande  gehen.  Kurz  nacli  der  Bildung  der 
vier  nackten  Tochterzellen  sieht  man,  dass  das  Kerngerûst  der 
drei  unteren  in  unregelmâssige  Klumpen  zerfallt  und  von  der 
inzwischen  stark  heranv^achsenden  oberen  Zelle  verdrângt  wird, 
sodass  von  diesen  unteren  Zellen  schliesslich  Dur  noch  kleine 
Reste  ûbrig  bleiben  (Taf.  IV,  Fig.  19).  Das  Wachstum  des 
Embryosacks  in  die  Lange  ist  so  stark,  dass  er  die  unter  ihm 
liegenden  Periblemzellen  der  Samenknospe  verdrângt  und  zur 
Zeit  der  Integumentschliessung  direkt  oberhalb  der  Mikropyle 
zu  liegen  kommt,  von  der  er  nur  durch  das  Dermatogen 
getrennt  wird. 

Eine  weitere  Entwickelung  des  Embryosacks  fîndet  nun  nicht 
nielir  statt,  wenn  eine  Bestaubung  unterbleibt;  es  tritt  also  in 
der  Entwickelung  eine  Ruheperiode  ein,  die  nur  durch  die  Be- 
staubung ausgelôst  wird.  Findet  letztere  statt,  so  folgen  die 
verschiedenen  Stadien  der  Embryosackentvvickelung  rasch  auf- 
einander. 

Der  Umstand  dass  der  Fruchtknoten  nur  zwei  Samenknospen 
enthâlt,  gestaltet  das  genaue  Studium  der  cytologischen  Bilder 
sehr  mùhsam  und  besonders  zeitraubend,  da  sehr  viele  Frucht- 
knoten untersucht  werden  mûssen,  will  man  die  aufeinander- 
folgenden  Stadien  studieren.  Ini  Nachstehenden  folgt  eine  kurze 
Schilderuug  der  verschiedenen  cytologischen  Bilder  bis  zur 
Bildung  des  Embryosacks. 

c.  Prâsynapsis,  Synapsis,  Reduktionsteilung,  Tetradenbildung. 

Dièse  Phasen  wurden  in  der  Embryosackmutterzelle  studiert. 
Im  prâsynaptischen  Stadium  hat  der  Kern  dieser  Zelle  eine 
netzartige  Struktur  und  weicht  in  dieser  Beziehung  wenig  von 
den  somatischen  Kernen  ab.  In  dieser  Struktur  ist  es  nicht 
môglich,  Linin  und  Chromtitin  von  einander  zu   unterscheiden . 
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Wâhrend  anfangs  die  Fâden  un  regel  m  lis  sig,  manchmal  etwas 
kantig  ausseheD,  werden  sie,  wenn  sie  sich  verdicken,  glâtter 
und  weisen  au  verschiedeuen  Stelleu  dicke,  stâi'ker  fârbbare 
Kuoteu  auf,  welche  sich  iu  mancheu  Kerneu  deutlich  und  leicht 
zahlen  lassen.  Ihre  Zalil  stimmt  mit  der  der  somatischen  Chro- 
raosomeu  ùberein  und  betrilgt  16.  Dièse  Chromatinansammlun- 
gen  stellen  jedenfalls  Prochromosome  dar,  bei  denen  sich 
allmâhlich  eine  paarige  Anordnung  herausbildet.  Die  Prochro- 
raosoneupaare  nâhern  sich  einander,  wodurch  ein  Faden  ge- 
bildet  wird,  dessen  Schlingen  parallel  verlaufen,  was  besonders 
spâter,  im  synaptischen  Stadium,  deutlicher  sichtbar  ist. 

Kurz  naclidem  sich  aus  den  Prochromosomen  ein  Faden- 
system  herausgebildet  hat,  zieht  dièses  sich  an  einer  Stelle  des 
Kernes  zurûck,  womit  das  synaptische  Stadium  erreicht  ist. 
Erscheint  im  Anfang  dièses  Stadiums  die  Parallelitât  des  Faden- 
systems  recht  deutlich,  so  ilndert  sich  dièses  Bild  sehr  schuell, 
indem  sich  der  Faden  sehr  stark  zusammenballt  und  stârker 
tingiert,  sodass  von  einer  parallelen  Struktur  nicht  mehr  die 
Rede  sein  kann.  Dièse  im  Synapsisstadium  stark  contrahierte 
dunkelfârbbare  Masse  ist  eine  auch  in  den  Pollenmutterzellen 
auftretende  Erscheinung.  Âhnliche  Bilder  wurden  schon  bei 
einigen  anderen  Pflanzen  beobachtet  und  beschrieben,  so  z.  B. 
von  MoTïiER  ^)  bei  Podopltyllum  und  LlUitin  und  von  Caudiff  ^) 
bei  Acer,  Salomonia  und   GingJw. 

Was  das  Vorhanden  sein  von  Nucleolen  betrifft,  sei  hier  be- 
merkt,  dass  in  der  prâsynaptischen  Phase  niehrere  von  ihuen, 
etwa  2  bis  3,  zu  erkennen  sind,  wâhrend  sich  in  den  synap- 
tischen Stadien  meist  nur  ein  Nucleolus,  selten  2,  finden;  sie 
liegen  dann  frei  im  Kernlumen, 

Der  Haufigkeit  wegen,  womit  das  stark  kontrahierte  Synap- 
sisstadium in  den  Praparaten  gefunden  wurde,  bin  ich  geneigt 
anzunehmen,  dass  dièses  Stadium  eine  Art  Ruheperiode  in  der 


1)  Tlie    development   of  tlie    hoteroty|jic   cliromosomes    in    pollen-raotliercells.    — 
Ann.  of  Bot.  21,  1907,  S    319. 

2)  A   .st.iuly   of  synap.sis  and  réduction.  —  Bull.  Tor.  Hot.  Cl.,  33,  190G,  Fig.  15, 
Taf.  XII;  Fig.  45,  Taf,  XllI  ;  Fig.  58,  Taf.  XV. 
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Entwickelungsgeschichte  des  Kerues  darstellt,  wie  auch  bereits 
Lagerberg  und  Mottier,  ersterer  bei  Ado.va,  letzterer  bei  Podo- 
phijllum  dies  beobachtet  haben  ;  Mottier  nennt  hier  die  Synapsis 
„probably  the  longest  pause  in  the  entire  mitotic  process". 

Die  postsynaptischen  Phasen  werden  dadurch  eingeleitet, 
dass  sich  der  kontrahierte  Fadenknauel  allmilhlich  lockert  und 
die  Schlingen  des  Ohromatinfadens  wieder  deutlich  sichtbar 
werden.  Ob  letzterer  kontinuierlich  oder  unterbrochen  ist, 
konnte  ich  mit  Sicherheit  nicht  feststellen,  da  sich  der  Faden 
nicht  in  seiuer  ganzen  Lange  verfolgen  liess.  Lagerberg  teilt 
in  seiner  Arbeit  ûber  Adoxa  mit,  dass  ein  ununterl^rochenes 
Spirem  vorhanden  ist,  was  bekanntlich  in  allgemeinen  von 
einigen  Forschern  in  Abrede  gestellt  wird.  Grégoire  ')  und 
Wygaerts  haben  zuerst  die  Existenz  eiues  kontinuierlichen  Fa- 
dens  in  der  Prophase  verneint  und  Grégoire  môchte  auch  neuer- 
dings  seine  Ansicht  fur  die  heterotypische  Teilung  geltend 
machen.  ^)  Die  meisten  Autoren  sind  aber  geneigt,  den  Knâuel 
als  kontinuierlichen  Faden  anzusehen. 

Der  Fadenknauel,  der  im  postsynaptischen  Stadium  wieder 
den  ganzen  Kern  ausfùllt,  ist  einheitlich  gebaut,  nur  sind  bei 
genauerer  Betrachtung  dunklere  und  hellere  Partien  zu  erkennen. 

Das  postsynaptische  Stadium,  d.  h.  die  Phasen  von  der  stark 
kontrahierten  Synapsis  bis  zuui  gleichmâssigen  Spirem,  verlâuft 
schnell.  Bevor  die  Segmentierung  des  Fadens  in  Doppelchromo- 
somen  erfolgte,  konnte  in  einigen  Prâparateu  eine  deutliche 
Kontraktion  des  Fadens  beobachtet  werden  und  wûrde  dièses 
Stadium  den  „ Second  synapsis"  oder  „ Second  contraction"  ent- 
sprechen.  Ob  letzteres,  zuerst  von  Miss  Sargent  ^)  beobachtetes 
Stadium,  als  eine  wirkliche  erneute  Kontraktion  des  Fadens,  oder 
als  eine  fortgesetzte  directe  Entwickelung  des  Spirems  aufzufassen 
ist,  wie  Lagerberg  dies  darstellt,  habe  ich  nicht  weiter  untersucht. 

Wâhrend  der  postsynaptischen  Entwickelung  wird  das  ganze 

1)  La  reconstitution  du  noyau  et  la  formation  des  chromosomes  dans  les  cinèses 
somatiques.  La  Cellule,  T.  21,  1903,  S    7. 

2)  L.  c.  La  Cellule,  1904,  S.  301. 

3)  The  formation  of  the  sexual  nuclei  in  Liliitm  Martagon.  1.  Oogenesis. —  Ann. 
of  Bot.  10,  S.  400—60,  Fig.  17,  18,  Taf.  23. 
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Spirem  wieder  als  cloppelter  Faden  siclitbar.  Bald  darauf  ist 
die  Segmentation  des  Doppelftidens,  der  in  8  Stûcke  zerfallt, 
zu  erkennen,  entspricht  also  der  Hâlfte  der  Chromosomenzahl 
der  somatischen  Kerne.  G  ut  gefarbte  Praparate  schienen  be- 
sonders  geeignet,  den  Vorgang  der  Spaltung  des  Doppelfadens 
in  Doppelchromosomen  zu  studieren.  Nach  der  Lû^ngsspaltung 
des  Spiremfadens  drehen  sich  die  Hillften  umeinander  und  zwar 
nur  die  dunkel  gefârbten  Partien  des  Faden,  wâhrend  die 
hellereu,  kurzen  Stellen  eine  Drehimg  nicbt  anfweisen;  man 
kônnte  dièses  Dreliungsstadinm  als  Strepsinema  bezeiclmen. 
Die  hellgefârbten,  kurzen  Partien  zwischen  den  dunkelgefârb- 
ten,  umeinandergedrehten,  sind  die  Stellen  wo  die  Segmentierung 
des  Strepsinemas  einsetzt  und  zur  Bildung  der  Doppelchromoso- 
men fùhrt.  Walirend  der  Diakinese  drehen  sich  die  Doppel- 
chromosomen etwas  auseinander  und  verdicken  sich  betràchtlich. 

Die  Desorganisation  der  Nucleolen  erfolgt  schon  vor  Eintritt 
der  Diakinese  und  âussert  sich  zuerst  in  einer  starken  Abnahme 
der  Tinctionsfahigkeit  ;  spater,  bei  der  Spindelbildung,  zerfallen 
die  Nucleolen  in  unregelmâssige,  allmahlich  verschwindende 
Klumpen,  deren  Ûberreste  ich  hâufig  als  extranucleolare  Nukle- 
olen  im  Cytoplasma  liegen  fand. 

Wahrend  der  hier  oben  beschriebenen  Verânderungen  des 
Archesporkerns  baben  in  der  Struktur  des  umgebenden  Cyto- 
plasmas  verschiedene  Umwandlungen  stattgefunden.  Anfangs 
gleichmassig  aus  einem  Netzwerk  feiner  Fâden  bestehend  und 
iiberall  in  der  Zelle  gleichmassig  verteilt,  konzentriert  sich  das 
Netzwerk  wâhrend  der  Synapsis  um  den  Kern.  Kurz  nach,  oder 
schon  wahrend  der  Diakinese  findet  die  Bildung  der  multipo- 
laren  Kernspindel  statt,  ûber  deren  Entstehung  bei  der  hetero- 
typischen  Teilung  nicht  viel  zu  sagen  ist.  Die  Fasern  des 
Cytoplasmas  sammeln  sich  zur  sogenannten  Filzschicht  um  den 
Kern,  dessen  Membran  allmahlich  aufgelôst  wird.  Aus  der  Fa- 
serschicht  um  den  Kern  bildet  sich  nun  die  multipolare  Spindel, 
an  deren  Bildung  der  Kern  anscheinend  nicht  teilnimmt.  Da- 
gegen  konnte  festgestellt  werden,  dass  die,  aus  den  Nukleolen 
entstandenen    extranukleolaren    Nukleolen,    die  innerhalb   des 


77 

Gebietes  der  alten  Kemmembran  liegen,  gerade  dort  aDgesam- 
melt  sind,  wo  sich  die  Spiudelfasein  erstrecken  ;  hierdurch  wâre 
man  geueigt,  den  Kernkôrperchen  eiue  Bedeutung  bei  der  Bil- 
dung  der  Spindelfasern  beizumessen.  Bekanntlich  hat  Strasbur- 
GER  ^)  die  Meinung  ausgesproclien,  dass  der  Nukleolus  liaupt- 
sâchlich  das  Material  zur  vSpindelfaserbilduiig  liefert.  Spâter 
âusserte  Nemec  2)  dieselbe  Ansicht  und  auch  Grégoire^)  ist 
dieser  Aufifassung.  Dagegen  behaupteten  Gardner  *)  und  Wager'^) 
dass  die  nukleolare  Substanz  besonders  bei  der  Bildimg  der 
Chroraosomen  verbraucht  wird.  Dieser  Ansicht  hat  sich  neuer- 
dings  anch  Mano  ^)  angeschlosseu.  Ich  môchte  mich  nach  mei- 
nem  Material  zu  urteilen  der  Ansicht  von  Strasburger  anschlies- 
sen,  denn  die  Nnkleolen  behalten  ihre  Grosse  imd  Gestalt 
wâhread  der  ganzen  Diakinese  hindurch  bei  und  werden  erst 
mit  dem  Eintritt  der  Spindelbildung  ganz  aufgelôst.  Miyaké  ') 
stellt  sich  in  dieser  Frage  vorwiegend  auf  die  Seite  von  Stras- 
burger, obwohl  er  eine  Ernâhrung  der  Chroraosomen  durch  die 
Nukleolen  nicht  fur  unw^ahrscheinlich  hait.  Er  drûckt  sich  dabei 
sehr  vorsichtig  ans  „So  kann  ich  sagen,  dass  es  scheint,  dass 
wenigstens  bei  der  hetrotypischen  Teilung  ein  grosser  Teil  der 
nukleolaren  Substanz  fur  die  Spindelbildung  verbraucht  wirà, 
wenn  es  auch  nicht  unwahrscheinlich  ist,  dass  ein  Teil  dersel- 
ben  Substanz  zur  Ernâhrung  der  Chromosomen    dient". 

Die  multipolare  Spindel  geht  bald  in  eine  bipolare  ûber  und 
die  Doppelchromosomen  ordnen  sich  zur  Kernplatte. 

In   diesem,   als   Aster   bezeichneten   Stadium,  ist  die  paarige 


1)  Ueber    Reduktionsteilung.    —    Sitzber.    d.    Kgl.    Preuss  Akad.    d.  Wiss.,  Pliysk. 
Math.  Kl.,  Bd.  23,  1904,  S.  587. 

2)  Zur   Physiologie   der  Kern-  und  Zellteilung.  Bot.  Centrlbl.  Bd.  LXXVIII,  1899, 
S.  251,  und  Sitzber.  d.  Bôhm.  Ges.  d.  Wiss,  1899,  N».  XII,  S.  7. 

3)  Les  cinéses  polliniques  etc.  —  La  Cellule,  T  XVI,  1899,  S.  297. 

4)  Studies   on    Growth   and    Cel    Division  in   the  root  of   Vicia  Faba.  Publ.  of  the 
Univ.  of  Pennsylv.,  Contrib.  frorn  the  bot.  Lab.,  Vol.  I,  1901,  S.  150. 

5)  The   Nucleolus   and    Nuclear   Division    in   the  Root-apex  of  Phaseolus.  —  Ann. 
of  Bot.,  Vol.  XVIII,  1904,  S.  29, 

6)  Nucleolus  et  Chromosomes  dans  le  Méristème  radiculaire  de  Solaiium  tubcrosum 
et  Phaseolus  vulgaris.  —  La  Cellule,  T.  XXII,   1904  S.  57. 

7)  Ueber    Reduktionsteilung    in    den    PoUenrautterzellen    einiger    Monokotylen.    — 
Jahrb.  f.  Wiss.  Bot.,  Bd.  XLII,  1906,  S.  101. 
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Anordnnng  der  Chromosomen  deutlich  sichtbar.  Wenn  die  TeiluDg 
einsetzt  ordnen  sich  die  Doppelchromosomen  senkrecht  zur  Spin- 
delachse  an  und  werden  von  den  Zugfasern  erfasst. 

Bevor  ich  zu  der  Besclireibung  der  weiteren  Teilungsphasen 
schreite,  môchte  ich  noch  bemerkeu,  dass  die  Chromosomen- 
paare  nicht  gleich  gross  sind.  Solche  GrôsseDunterschiede  der 
Chromosomen  wurden  auch  schon  bei  anderen  Pflanzen  nach- 
gewiesen,  worûber  ausfûhrliche  Litteraturangaben  bei  Miyaké 
zu  fioden  sind. 

Wenn  die  Zugfasern  die  Chromosomen  erfassen,  sind  dièse 
von  elliptischer  Gestaltt,  v^^as  damit  zusammenhiingt,  dass  die 
beiden  Hâlften  in  ihrer  Mitte  an  die  Zugfasern  geheftet  sind 
und  nach  den  beiden  Polen  gezogen  werden.  Bevor  die  Chro- 
mosomen die  Polen  erreichen,  ist  bisweilen  eine  Lângsspaltung 
der  Tochterchromosomen  zu  beobachten.  Eine  vollstândige  Spal- 
tung  aller  Chromosomen  tritt  erst  an  den  Polen  ein,  und  dem- 
zufolge  liegen  an  jedem  Pôle  v\^ieder  8  Doppelbildungen.  Die 
Chromosomen  sind  aber  hier  nicht  paarv^eise  angeordnet,  son- 
dern  eiuzeln,  der  Lange  nach  in  zwei  Halften  gespalten. 
H  aben  die  Chromosomen  die  Pôle  erreicht,  so  entstehen  zwei 
Kerne,  die  eine  undeutliche  Wand  besitzen.  Die  Chromosomen 
bleiben  an  der  Wand  sichtbar  und  auch  ihre  Spaltung  kann 
wahrend  der  Interkinese  deutlich  beobachtet  werden.  Eine  wirk- 
liche  Teilung  der  Zelle  findet  nicht  statt  ;  die  Spindelfasern  zwi- 
schen  den  Chromosomeugruppen  werden  dicker  als  sie  sonst 
sind  und  fârben  sich  stark  mit  Gentianaviolett.  Gleichzeitig  mit 
dieser  Verdickung  der  Spindelfasern  in  der  ilquatorialen  Zone 
geht  ehie  allmahliche  Auflôsung  an  den  Polspitzen  Hand  in 
Hand.  Im  Cytoplasma  der  stark  vergrôsserten  Archesporzelle 
sind  inzwischen  Vakuolen  aufgetreten.  Ein  Ruhezustand  der 
Chromosomen  in  den  interkinetischen  Kernen  tritt  nicht  ein, 
sondern  sie  schicken  sich  bald  zu  einer  neuen  Teilung  an. 

Wâhrend  der  Eûckbildung  der  Spindelfasern  an  den  Polen, 
treten  im  Cytoplasma  zahlreiche  extranukleolare  Nukleolen 
auf,  die  aber  bald  verschwinden ;  hierauf  werden  dann  die  Nu- 
kleolen in  den  interkinetischen  Kernen  sichtbar. 
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Wenn  die  homôotypische  Teiliing  beginnt,  erscheinen  die 
Chromosomen  wieder  deiitlicher  als  in  deu  interkinetischen 
Kernen  und  etwaige  Anastomosen  werden  zurûckgezogen.  Die 
beiden  Kerne  haben  danu  eiiien  spiremartigen  Charakter,  dev 
Chromatinfiideu  ist  locker  im  Kernraum  verteilt.  Im  nâchsten 
Stadiiim  sind  die  Chromosomen  paarweise  und  in  der  Arches- 
porzelle  zwei  in  derselben  Richtung,  meist  parallel  zur  Lângs- 
achse  der  Zelle  lanfende  Spindeln  sichtbar,  die  sich  von  der 
heterotypischen  nicht  unterscheiden.  Im  Cytoplasma  treten 
wieder  eine  Anzahl  extranukleolare  Nnkleolen  anf  (Taf.  HT, 
Fig.  15).  Die  Zugfasern  fassen  die  Chromosomen  wie  bei  der 
ersten  Teilung,  die  Halften  gehen  auseinander  und  in  jeder 
Spindel  ziehen  nach  jedem  Pôle  8  Chromosomen.  Zwischen  den 
neuen  Kernen  verdicken  sich  wiederuQi  die  Spindel fasern.  Ist 
die  Teilung  vollendet,  so  hat  sich  um  die  Kerne  eine  Membran 
gebildet,  worauf  sie  in  den  Ruhezustand  nbergehen.  Eine  Wand- 
bildung  zwischen  den  Kernen  findet  nicht  statt;  die  Tetraden- 
teilung  ist  hierniit  vollzogen  (Taf.  III,  Fig.   16). 

Das  Endresultat  der  Tetradenteilung  der  Embryosackmutter- 
zelle  ist  das  Vorhandensein  von  vier  nackten  Zellen.  Dieser  Zu- 
stand  dauert  nicht  lange,  da  die  Tétrade  bald  etwas  in  die  Lange 
wâchst  und  eine  Degeneration  der  unteren  drei  Zellen  einsetzt. 
Dièse  Degeneration  gibt  sich  darin  kund,  dass  das  Chromatin  in 
unregelmassige,  klumpenartige  Gebilde  zerfilllt  (Taf.  IV,  Fig.  19). 

Nur  die  obère  Zelle  ist  normal  geblieben,  hat  sich  schon  den 
anderen  gegenuber  stark  vergrôssert  und  verdrângt,  wie  oben 
schon  kurz  angedeutet,  die  drei  anderen.  Wahrend  der  Embryo- 
sack  schuell  an  Grosse  zunimmt,  vermehren  sich  seine  Vakuolen  ; 
nachdem  der  Embryosack  die  Periblemzellen  bis  zur  Mikropyle 
verdrângt  hat,  tritt,  wie  oben  schon  erwâhnt,  eine  Ruheperiode 
in  der  weiteren  Entwickelung  ein.  Ich  habe  sehr  viele  Samen- 
knospen  gerade  hieraufhin  untersueht  und  bin  zu  der  Anschau- 
ung  gekommen,  dass  dièses  Ruhestadium  eine  allgemeine  Er- 
scheinung  bei  den  Coffea-Avten  ist.  Nur  in  weuigen  Fâllen  ent- 
wickelt  sich  der  Embryosack  gleich  weiter,  meist  aber  wird 
dièse  Weiterentwickelung  von  der  Bestâubung  abhângig  gemacht. 
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Da  Letztere  bei  Cojfea  liber ica  schon  ia  cler  Knospe  autogam 
stattfindet,  ist  dièse  Riiheperiode  nicht  von  allzu  langer  Dauer. 
Eine  Erklârimg  fur  dièse  Erscheinung  liesse  sich  vielleicht  darin 
finden,  dass  die  Pflanze  môiilichst  sparsam  mit  dem  Material 
wirtschaftet  und  eine  Weiterentwickelung  des  Embryosacks  erst 
dann  eintreten  lâsst,  wenn  eine  solche  wirklich  zweckmâssig 
ist.  Dass  bei  Libéria- Kaffee,  wo  mit  der  sicheren  autogam  en  Be- 
stâubung  auch  eine  Befruchtung  hinlângiicb  gesichert  erscheint, 
dièse  Rnheperiode  trotzdem  noch  existiert,  dûrfte  nicbt  so  ver- 
wunderlich  sein,  da,  wie  ich  spâter  noch  ausfûhrlich  begrùnden 
werde,  Coffea  libérien  frûber  noch  keine  sichere  autogame  Be- 
stâubung  batte  und  die  Blute  mebr  auf  Fremdbestâubung  mit- 
tels  Insekten  eingerichtet  war.  Dièse  Fremdbestâubung  war 
wabrscheinlicb  nicbt  immer  gesicbert,  und  die  Sparsamkeit 
womit  die  Pflanze  wirtscbaftete,  sebr  berecbtigt. 

Die  Stillstand  in  der  Entwickelung  des  Embryosacks  dûrfte 
also  ein  altes  Ûberbleibsel  ans  einer  Zeit  darstellen,  wo  die 
Befrucbtung  eine  unsicbere  war. 

Findet  eine  Bestâubung  statt,  so  folgen  die  verscbiedenen 
Stadien  in  der  weiteren  Entwickelung  des  Embryosacks  rasch 
auf  einander,  was  sebr  begreiflicb  ist,  da  der  Pollenscblaucb 
bei  sein  en  Eintritt  in  die  Mikropyle  den  Embryosack  zur  Be- 
frucbtung schon  fertig  vorfindet. 

Der  primâre  Embryosackkern  wâchst  und  schickt  sich  zur 
Teilung  an,  wobei  die  verscbiedenen  bei  der  heterotypischen 
Teilung  beobacbteten  eigentûmlichen  Verânderungen  nicbt  mebr 
eintreten.  Die  Teilung  findet  in  der  Mitte  des  Embryosacks 
statt  und  die  beiden  Tocbterkerne  wandern  nach  den  Polen  der 
Zelle  (Taf.  V,  Fig.  22).  Sie  teilen  sich  bald,  anscheinend  gleich- 
zeitig,  denn  ich  fand  immer  die  beiden  Spindeln  zusammen  an 
den  beiden  Polenden  und  zwar  etwa  parallel  zur  Lângsachse 
des  Embryosacks  angeordnet.  Kurz  nacbdem  die  Tocbterkerne 
in  das  Ruhestadium  eingetreten  sind,  schicken  sie  sich  zur  noch- 
maligen  gleichzeitigen  Teilung  an;  man  beobachtet  dann  an 
den  beiden  Polenden  je  zvvei  Spindeln,  die  ungeftlhr  senkrecht 
aufeinander  steben  (Taf,  IV,  Fig.  20  und  21). 
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Wâhrend  dieser  Teilimg  hat  sich  in  der  Mitte  des  Embryosacks 
ein  grosser  Saftraum  gebildet,  wâhrend  im  ûbrigen  Cytoplasma 
kleine,  stark  tingierte,  runde,  strukturlose  Kôrperchen  wabrzu- 
nehmen  sind,  die  warscheinlich  Reste  der  Nukleolen,  welche 
bei  der  Aiiflôsung  der  Tochterkerne  in  das  Plasma  ûbergegangen 
sind,  darstellen.  Dièse  Kôrperchen  sind  nnr  wâhrend  der  Teilung 
der  Kerne  im  Cytoplasma  zn  finden  und  verschwinden,  wenn 
die  Tochterkerne  sich  wieder  rekonstrnieren  ;  dann  treten  auch 
wieder  die  Nukleolen  in  den  Kernen  auf.  Murbeck  ^)  teilt  âhn- 
liches  bei  der  Embryosackbildnng  der  Alchemillen  mit.  Wâhrend 
im  oberen  und  unteren  Teil  des  Embryosacks  je  4  Kerne  liegen, 
wâchst  er  stark  in  die  Lange  und  verdrângt  dabei  den  letzten 
Rest  des  ùber  ihm  gelegenen  Nucellus,  das  Dermatogen,  mit 
dem  Erfolg,  dass  der  Embryosack  dann  direkt  an  die  Mikropyle 
grenzt.  Bei  diesem  Làngenwachstum  und  auch  ziemlich  star- 
ken  Entwickelung  in  die  Breite  sind  die  den  Embryosack  rings- 
umgebenden  Nucelluszellen,  von  denen  nur  kleine  Reste  ûbrig. 
bleiben,  verdrângt  vs^orden.  Demzufolge  grenzt  der  Embryosack 
fast  direkt  an  das  Integument. 

Die  weitere  Entwickelung  des  Eiapparates  und  der  Antipoden 
vollzieht  sich  nun  in  der  gewôhnlichen,  schon  hâufig  beschrie- 
benen  Weise.  Im  oberen  und  unteren  Ende  des  Embryosacks 
liegen  je  vier  Kerne  von  verschiedener  Grosse.  Von  den  am 
Mikropylende  des  Embryosack  liegenden  Kernen,  sind  2  kleiner 
als  die  beiden  anderen.  Dièse  kleineren  Kerne  liefern  spâter 
die  Synergiden,  wâhrend  von  den  beiden  anderen  einer  zur 
Eizelle  und  der  andere  zu  einem  der  beiden  Polkerne  wird; 
letzterer  liegt  imraer  etwas  mehr  der  Mitte  des  Embryosacks 
zugekehrt.  Sehen  wir  vorlâufig  von  diesen  Polkernen  ab  und 
betrachten  die  anderen  Kerne  etwas  genauer,  so  bemerkt  man, 
dass  sich  die  drei  Kerne  am  Mykropylende  des  Embryosacks 
mit  einer  dûnnen  Plasraamasse  umgeben.  Die  Synergiden  stossen 
direkt   an   die    Mikropyle,   liegen    bei    medianen   Lângschnitten 


1)  Parthenogenetische  Embryobildnng  in  der  Gattung  Alchemilla.  —  Lunds  Univer- 
sitets  Arsskrift,  Bd.  36,  Afdeln.  %  No.  7. 

Ann.  Jard.   Bot.  Buitenz.   2e  Sér.  Vol.  X.  6 
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meist  in  der  Schnittebeue  (Taf.  V,  Fig.  23)  oder,  was  seltener 
der  Fall  ist,  der  eine  etwas  hinter  dem  anderen  (Taf.  V,  Fig.  24). 
Die  dritte  ebenfalls  nackte  Zelle,  deren  Kern  etwas  grôsser  ist 
als  jener  der  beiden  anderen,  wird  zur  Eizelle;  letztere  ist 
etwas  tiefer  inseriert  nnd  nnterscheidet  sich  von  den  kurzeu, 
annâhernd  rnnden  Synergiden,  durch  ihre  langgezogene  birn- 
fôrmige  G  estait  (Taf.  V,  Fig.  23).  Die  Kerne  der  drei  genannten 
nackten  Zellen  haben  das  gewôhnliche  Anssehen  der  rnhenden 
Kerne;  das  Chromatin  weist  eine  netzartige  Struktnr  auf.  Im 
Cytoplasma  der  Synergiden  liegt  am  unteren  Ende  eine  Vakuole, 
wâhrend  der  Kern  ira  oberen  Teil  sich  befindet.  Bei  der  Ei- 
zelle ist  eine  Vakuole  nicht  vorhanden  und  ist  der  Kern  in  der 
Mitte  gelegen. 

Im  oberen  Ende  des  Embryosacks  liegen  anfangs  die  ans  den 
Teilungen  hervorgegangenen  4  Kerne,  wovon  drei  zn  Antipoden, 
und  bald,  ebenso  wie  die  am  unteren  Ende  gelegenen  Zellen, 
zu  nackten  Zellen  werden,  indem  sich  um  die  Kerne  Plasnia- 
massen  ansammeln.  Die  drei  etwa  birnfôrmigen  Antipoden  sind 
in  Grosse  und  Form  nicht  von  einander  zu  unterscheiden 
(Taf.  V,  Fig.  25). 

Die  beiden  ûbrigbleibeDden  Kerne  an  den  Polenden  des  Em- 
bryosacks ândern  bald  ihre  Lage,  indem  der  am  meisten  nach 
der  Mikropyle  gelegene  etwas  nach  der  Mitte  des  Embryosacks 
wandert,  ohne  die  Mitte  desselben  zu  erreichen.  Der  andere 
Kern  dagegen  wandert  nach  unten,  legt  sich  neben  den  anderen, 
verschmilzt  aber  nicht  mit  ihm.  Auf  dièse  Weise  kommen  die 
Polkerne  etwas  unterhalb  der  Eizelle  zu  liegen  (Taf.  V,  Fig.  23). 
In  einigen  Prâparaten  fand  ich  dièse  Kerne  mehr  nach  der 
Mitte  des  Embryosacks  hin  verschoben,  aber  dicht  an  der  Wand 
desselben,  da  die  Mitte  von  einem  grossen  Saftraum  einge- 
nommen  wàrd. 

Hiermit  ist  die  Entwickelung  des  Embryosacks  abgeschlossen 
und  der  Eiapparat  befruchtungsfâhig. 

Wahrend  der  oben  beschriebenen  Phasen  der  Entwickelung 
des  Embryosacks  haben,  wie  frûher  schon  erwâhnt,  im  Gewebe 
des   Nucellus  grosse   Veranderungeu   stattgefunden.   Frùhzeitig 
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differenziert  sicli  am  Chalazaende  ira  Nucellus  ein  Strang  von 
etwas  verlaugerten  Zellen,  die  sich  von  den  ûbrigen  durch 
grôsseren  Protoplasmareichtum  auszeichnen  und  mit  einem 
Haustorium  Àhnlichkeit  haben. 

4.  Das  Androeceum. 
a.  Entwicklung  der  Antheren. 

Eine  kurze  Skizze  von  der  Entwicklung  der  Antheren  ist  be- 
reits  frûher  gegeben  worden. 

tjber  ihren  anatomischen  Bau  kann  ich  mich  kurz  fassen, 
da  dieser  von  dem  Ûbiichen  nicht  abweicht. 

Im  Querschnitt  ist  das  jnnge  Staublatt  elliptiscli  und  besteht 
ans  meristeraatischen  Zellen,  die  unter  sich  keine  Differenzen 
aufweisen.  Bald  zeigt  sich  die  erste  Anlage  des  Connectivs  und 
der  Theken.  Die  Teilung  der  hypodermalen  Zellschicht  der 
Anthère  fûhrt  zur  Bildung  der  Pollensacke.  Dièse  Teilung  findet 
parallel  der  Oberflâche  statt  und  scheidet  das  Archespor  von 
den  Schichtzellen,  welche  schon  frûhzeitig  eine  verscliiedene 
Ausbildung  erfahren.  Von  diesen  vier  Zellschichten  sind  die 
Epidermis  und  das  Endothecium,  was  Form  und  Inhalt  der 
Zellen  anbetrifft,  nicht  von  einander  zu  unterscheiden.  Die 
dritte  Zellschicht  ist  tangential  gestreckt  und  wird  spater  zer- 
drûckt.  Die  innerste  Schicht  bildet  die  Tapetenschicht,  die  sich 
deutlich  vom  ûbrigen  Gewebe  uuterscheidet,  da  sie  radial  ge- 
streckt ist. 

Das  Archespor,  schon  frûhzeitig  durch  eine  dunklere  Fârbung 
kenntlich,  liegt  innerhalb  der  Tapetenzellen.  Sein  Plasma  ist 
dicht  und  der  Kern  und  das  Kernkôrperchen  gross.  Die  Tapeten- 
kerne  sind  kleiner  als  die  des  Archespors.  Auf  die  Verânderun- 
gen  der  Tapetenzellen  bei  der  Bildung  der  PoUenkôrner,  komme 
ich  spater  noch  in  einem  besonderen  Abschnitt  ziirûck. 

b.  Urmutterzelle  und  Mutterzellen. 

Die  Urmutterzelle  teilt  sich  einige  Maie  und  liefert  so  die 
Pollenmutterzellen.   Der  Moment  dieser  Teilung  konnte  in  den 
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Prâparaten  selten  abgefasst  werclen,  und  scheint  schnell  zu  ver- 
laufen.  Nur  in  einem  Prâparat  konnte  ich  eine  Aquatorialplatte 
bei  der  Teilung  der  Urmutterzellen  giit  beobachten,  wobei  16 
paarweis  angeordneie  Chromosomen  vorhanden  waren.  In  jedem 
Loculus  findet  man  4  bis  6  PoUenmntterzellen,  die  ein  dichtes 
Plasma  und  einen  grossen  Kern  besitzen. 

c.  Synapsis  und  Tetradenteilung. 

Synapsisphasen  und  Tetradenteilung  finden  in  âhnlicher  Weise 
statt,  als  bei  den  Embryosackmutterzellen,  sodass  das  dort  dabei 
Beobachtete  kontroliert  werden  konnte  (Taf.  VII,  Fig.  45). 

Zu  bemerken  ist,  dass  die  Synapsisphasen  in  den  Mutterzellen 
nicht  gleichzeitig  auftreten.  So  findet  man  Mutterzellen,  in  ein 
und  demselben  Loculus  wâhrend  der  Synapsis  und  solche,  welche 
die  Metaphasen  der  heterotj^pischen  Teilung  zeigen.  Da  die  ver- 
scliiedenen  Phasen  hier  noch  besser  zu  verfolgen  waren  als  in 
den  Embryosackmutterzellen,  werde  ich  im  Nachfolgenden  eine 
detaillierte  Beschreibung  dieser  Vorgânge  geben. 

Die  PoUenmutterzellen  zeigen,  bevor  sie  sich  zur  Teilung  an- 
schicken,  einen  grossen  Niikleus  mit  einem  feinen  Netzwerk, 
worin  Chromatinkôrnchen  deiitlich  wahrzunehmen  sind;  Nu- 
kleoli  sind  in  der  Ein-  oder  Mehrzahl  vorhanden.  Das  Cytoplasma 
zeigt  eine  gleiehmâssige  netzartige  Struktur. 

In  etwas  âlteren  Stadien  werden  die  Chromatinansammlungen 
im  Kerngerùst  dichter  und  grôsser,  wâhrend  sich  ihre  Zabi  ver- 
mindert. 

Das  weitere  Zusammenziehen  der  Chromatinansammlungen 
fûhrt  zur  Entstehung  deutlicher  Chromatinscheiben.  Eine  genaue 
Zîlhlung  dieser  Chromatinannsammlungen  war  hier  nicht  môg- 
lich.  In  einem  weiteren  Stadium  erscheinen  sie  bedeuteud  ver- 
grôssert  und  paarweise  angeordnet,  sodass  eine  Zilhlung  ermôg- 
licht  wird.  Ich  fand  deren  meist  16,  in  einigen  Fallen  nur  12. 
Die  Zahlung  wird  durch  die  intensive  Fârbung  dieser  Gebilde 
hiiufig  unmôglich  gemacht,  da  dann  die  einzelenen  Paare  mit 
emander  verschmolzen  erscheinen.  Die  hier  geschilderten  Ge- 
bilde will  ich,  mit  Overton,  als  Prochromosomen  bezeichnen. 
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Wâbrend  der  Annsammlung  der  Chromatinkôrner  hat  eine 
Vergrôsserung  des  Kerns  stattgefundeu.  Nachdem  sich  die  Pro- 
chroniosomen  ans  dem  Kerngerûst  herausdifferenziert  haben, 
zielit  sich  der  ganze  Keruinhalt  an  einer  Seite  zusammen  und 
das  Gerûst  erscheint  sehr  stavk  gefârbt,  wie  dies  auch  im  Syn- 
apsisstadiiim  des  Embryosackmiitterkernes  zii  beobachten  ist. 
Die  Zabi  der  Nukleoli  bat  sich  verringert,  sodass  man  im  Synap- 
sisstadium  meist  nur  einen  NnkleoUis  in  der  Kernbôhlung,  aus- 
serbalb  des  Kerngerûsts,  findet  (Taf.  VIT,  Fig.  45).  Das  Ausspin- 
nen  des  Knâuels  aus  dem  Synapsisstadium  konnte  nicht  ver- 
folgt  werden.  Neben  im  Synapsisstadium  befindlicber  Kernen 
kommen  solche  vor,  deren  Faden  sich  stark  verdickt  hat  und 
Anzeichen  zur  Segmentation  aufweist.  In  anderen  Pbasen  wie- 
der  ist  die  Segmentation  schon  vor  sich  gegangen  und  die 
Doppelcbromosomen  liegen  im  Diakinese-Stadium  (Taf.  VII, 
Fig.  40). 

Die  Auflôsung  der  Kernwand  und  das  Ansetzeu  der  Zugfasern 
findet  in  der  gleichen  Weise  statt,  wie  bei  der  Embryosackmut- 
terzelle.  Die  Doppelchromosomen  ordnen  sich  in  der  Kernplatte 
an  und  werden  von  Zugfasern  erfasst.  Im  Cytoplasraa  sind  in- 
zwischen  zablreiche  extranukleolare  Nukleolen  aufgetreten.  Die 
Chroraosomen  weichen  nach  den  beiden  Polen  der  Spindel  aus- 
einaoder  und  weisen  bei  dieser  Wanderung  bereits  eine  Lângs- 
spaltung  auf  (Taf.  VII,  Fig.  44). 

Bei  dieser  heterotypischen  Teihmg  sind  an  jedem  Pôle  der 
Spindel  8  Chromosomen  angelangt,  welche  dort  bald  einen 
neuen  Kern  und  eine  Membran  bilden.  Ein  vollstândiges  Ruhe- 
stadium  dieser  Kerne  tritt  nicht  ein,  was  schon  daraus  gefol- 
gert  werden  kann,  dass  in  den  Kernen  die  lângsgespaltenen 
Chromosomen  hervortreteu. 

Bei  der  homôotypischen  Teilung  sind  die  beiden  Spindeln 
entweder  parallel  zu  einander  gelagert,  oder  die  eine  Spindel- 
achse  steht  senkrecht  auf  der  anderen,  die  Chromosomen  senk- 
recht  zur  Spindelachse  (Taf.  VIII,  Fig.  47). 

Nicht  lange  nach  der  Entstehung  der  Tetradenkerne  treten 
zwischen    ihnen    im    Cytoplasma    kinoplasmatische   Fâden   auf, 
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eine  Zellplatte  wird  gebildet  imd  die  tetraëdrisch  gelagerten 
Kerne  bekomraen  ihre  Plasmapartie.  Die  4  Pollenkôrnern  wer- 
den  nach  Bilduug  eiuer  Membran  noch  eine  Zeitlang  zusammen- 
gehalten  und  nehmen  rasch  an  Grosse  zu. 

d.   Der  Pollen. 

Die  ziemlich  grossen  Pollenkôrner  der  Kaffee-Arten  erweisen 
sich  als  geeiguete  Objecte,  um  die  Kernverhaltnisse  zu  studie- 
ren  (Taf.  VIII,  Fig.  48). 

Die  jungen  Pollenkôrner  besitzen  einen  grossen  Kern,  der 
hâufig  in  der  Nalie  der  Membran  liegt;  das  Plasma  enthâlt 
kleine  Vakuolen. 

In  den  reifen  Antheren  findet  man  die  Pollenkôrner  fast 
meist  nur  mit  einem  Kern,  und  eine  Trennung  zwischen  vege- 
tativen  und  generativen  Kern  ist  noch  nicht  eingetreten,  son- 
dern  findet  erst  statt,  wenn  die  Kôrner  aus  den  Antherenfilchern 
gefallen  sind.  Kurz  bevor  der  Kern  sich  teilt,  sind  die  kleinen 
Vakuolen  im  Plasma  verschwunden. 

Im  stâubenden  Pollenkorn  teilt  sich  der  Kern  in  einen  grôs- 
seren  vegetativen  und  in  einen  kleineren,  abgeflachten,  gene- 
rativen Kern,  der  meist  an  der  Wand  liegt  (Taf.  VIII,  Fig.  49). 
Die  Teilung  des  generativen  Kernes,  welche  nicht  verfolgt  wer- 
den  konnte,  findet  erst  im  Pollenschlauch  statt  (Taf.  VIII,  Fig.  50). 
Ich  habe  wiederholt  versucht,  die  kùnstlich  bestâubten  Narben 
sammt  ihren  Griffeln  zu  fixieren,  in  Mikrotomserienschnitte  zu 
zerlegen  und  zu  fârben,  mit  dem  Résultat,  dass  die  Pollenschliluche 
zwar  deutlich  zu  verfolgen  waren,  ihr  Inhalt  aber  nur  undeut- 
lich  v^ahrgenommen  werden  konnte.  Spitter  wurden  dann  die 
bestâubten  Griffel  nach  der  von  Nawaschin  ^)  fur  Lilium  Mar- 
tagon  angegebenen  Méthode  von  mir  fîxiert  und  gefîlrbt,  wobei 
Flemmingsche  Lôsung  mittels  einer  kleinen  Spritze  in  den  Grif- 
felkanal  durch  dessen  abgeschnittene  Basis  eingefûhrt  wurde, 
der  Griffel  in  Stùckchen  zerlegt  und  dann  noch  in  die  Fixierungs- 


1)   Nâheres  iiber  die  Bildung  der  Spermakerne  bei  Lilium  Martagon.  —  Annales 
du  Jard.  Botan.  de  Buitenzorg,  3-ième  Supplément,  2  Partie,  1900,  S.  873. 
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lôsung  gebraclit  wurde.  Prâparate  nach  dieser  Méthode  behan- 
delt  imd  auf  verschiedene  Weise  tingiert,  ergaben  bessere  Re- 
sultate,  trotzdem  gelaog  es  mir  niemals  die  verschiedenen 
Stadien  der  Teilung  des  generativen  Kernes  zii  erhalten.  Ziem- 
lich  klare  Ûbersichtsbilder  der  bereits  geteilten  generativen 
Kerne  wiesen  auch  in  Zuckerlôsung  gekeimte  nnd  mit  Pikro- 
carmin  gefarbte  Pollenkôrner  auf.  Um  feinere  Strukturen  zu 
beobachten,  darf  dièses  Verfahren  nicht  ziir  Anwendung  kom- 
men,  da  das  Pikrocarmin  ein  energisch  wirkendes  Mittel  ist 
uud  Qnellungen  verursacht. 

e.  Tapete. 

Ich  habe  bereits  frûher  darauf  hingewiesen,  dass  sich  die 
Tapetenzellen  in  den  jungen  Loculi  von  den  anderen  Zellen 
durch  ihre  radiale  Streckuug  unterscheiden,  willirend  die  anderen 
ebeufalls  schichtenweise  um  die  Urmutterzelle  gelagerten  Zellen 
mehr  in  tangentialer  Richtung  ihre  grôsste  Ausdehnung  zeigen. 
Im  Anfang  weisen  die  Tapetenzellen,  was  Fârbung  anbetrifft, 
keine  Verschiedenheiten  von  den  ûbrigen  Zellen  des  Gewebes 
auf;  ihre  Kerne,  deren  jeder  einen  kleinen  Nukleolus  enthâlt, 
sind  bedeutend  kleiner  als  die  der  Urmutterzelle. 

Vor,  oder  wâhrend  der  Teilung  der  Urmutterzelle,  sind  auch 
schon  Teilungsstadien  in  den  Tapetenzellen  zu  beobachten,  bei 
welchen  die  Chromosomen,  deren  Zahl  16  betrâgt,  deutlich 
gezâhlt  werden  kônnen. 

Die  stârkste  Teilung  der  Tapetenzellen  findet  v^âhrend  der 
Synapsis  und  der  Reduktionsteilung  statt,  wobei  manchmal 
keine  Zellplattenbildung  eintritt,  sodass  die  Zellen  mehrkernig 
werden  (Taf.  VIII,  Fig.  51).  Dadurch  schon  unterscheiden  sich 
in  diesem  Stadium  der  Entwickelung  die  Tapetenzellen  vom 
ûbrigen  Gewebe,  fallen  aber  besonders  durch  die  starke  Tinc- 
tion  des  Plasmas  in  den  Prâparaten  sofort  auf. 

Es  gelingt  bei  vorsichtiger  Fârbung,  im  Plasma  der  Tapeten- 
zellen kleine,  unregelmâssig-gebaute  Chromatinkôrper  zu  beob- 
achten, die  sogenannten  Chromidialapparate. 
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In  âlteren  Stadieu,  wenn  die  Pollenkôrner  gebildet  werden, 
sind  die  Tapeteiizelleii  bereits  resorbiert. 

DIE  BEFRUCHTUNG. 

Es  mag  vielleicht  befremden,  dass  die  Befrnchtung  hier  vor 
der  Bestânbung  bebandelt  wird;  da  es  sich  aber  bei  der  Be- 
sprechung  der  Befruchtung  hauptsachlicb  um  morphologisch- 
cytologische  Dinge  handelt,  habe  ich  es  vorgezogen,  die  Be- 
fruchtungsvorgaiige  schon  an  dieser  Stelle  zu  besprechen,  wâhrend 
die  Bestânbung  in  einem  besonderen  Kapitel  zu  ihreni  Recht 
kommt. 

a.  Das  leitende  Grewebe. 

Bevor  ich  zur  Beschreibung  des  leitenden  Gewebes  ùbergebe, 
dûrfte  es  zweckmâssig  sein,  die  Eutwickekmg  des  Griffels  kurz 
zu  erwâhnen. 

Die  Fruchtblattanlagen  entstehen  als  zwei  hufeisenfôrmige 
Anschwellungen,  deren  seitliche  Bander  untereinander  und  mit 
dem  centralen  Achsenfortsatz  verwachsen  sind.  Die  beiden  Frucht- 
fâcher  entstehen,  indem  die  beiden  Fruchtblâtter  zu  beiden 
Seiten  der  centralen  A  dise  einen  Hohh-aum  frei  lassen. 

Nachdem  sich  die  Fruchtblâtter  mit  dem  centralen  Achsen- 
fortsatz verwachsen  haben,  streben  sie  nach  oben,  den  centralen 
Achsenfortsatz,  der  nicht  mit  wâchst,  zurûck  und  nur  einen 
schmalen  Kanal  zwischen  sich  lassend.  Wâhrend  dièses  Wachs- 
tums  entstehen  auf  der  Oberseite  der  Fruchtblâtter  Papillen.  Die 
Spaltung  der  beiden  Fruchtblâtter,  welche  zur  Bildung  der  bei- 
den Narbenlappen  fùhrt,  hat  schon  frûhzeitig  begonnen. 

Das  leitende  Gewebe  kônnen  wir  in  drei  verschiedene  Teile 
zerlegen,  nâmlich  den  papillôseu  an  der  Narbe,  das  leitende 
im  GrifiFel  und  das  leitende  Gewebe  innerhalb  des  Fruchtkno- 
tens,  zwischen  den  Samenanlagen. 

Der  papillôse  Teil  des  leitenden  Gewebes  erstreckt  sich  von 

den  beiden  Enden  der  Narbenlappen  bis  zum  Teil  des  Griffels, 

wo  die  Trennungshâlften  der  Narbenlappen  zusammenwachsen. 

Die  Papillen  bcdecken  die  ganze  OberUâche  der  beiden  Nar- 


89 

benlappen  und  erstrecken  sich  noch  ein  kleines  Stûck  auf  der 
Unterseite  derselben.  Bei  den  verschiedenen  Cb/m-Arten  sind 
hierin  kleiaere  Unterschiede  zu  bemerken;  so  fîndet  man,  dass 
die  Papillen  bei  C.  liber ica  noch  ein  en  grossen  Teil  der  Unter- 
seite der  Narbenlappen  bedecken  wahrend  sie  bei  C.  rohn.sta 
(C.  Laurentii)  auf  der  Unterseite  viel  weniger  anftreten. 

An  den  horizontal  nmgebogenen  Enden  der  Narbenlappen, 
besonders  an  der  Ûbergangsstelle  von  Ober-  nnd  Unterseite, 
sind  die  Papillen  etwas  langer  als  in  der  Mitte  und  dort,  wo 
die  beiden  Hâlften  der  Narbe  einander  berilhreD. 

Die  Papillen  shid  gestielte  ein-  oder  zweizellige  Haare,  mit 
verhâltnissmâssig  dicken  Wânden,  deren  Plasma  anf  die  Wand 
beschrânkt  ist,  so  dass  sich  in  der  Mitte  ein  grosser  Saftraum 
befindet.  Das  Plasma  enthâlt  zur  Zeit  der  Reife  der  Narbe 
kleinere  nnd  grôssere  Trôpfchen,  die  sich  mit  Ûberosmiumsanre 
tief  schwarz  nnd  mit  Sudan  rot  fârben  lassen  (Taf.  IX,  Fig.  53). 

Ihre  Unlôslichkeit  in  kaltem  Alkohol  und  die  Lôslichkeit  in 
Âther  lasst  vermuten,  dass  wir  es  hier  mit  einem  fetten  Oel 
zu  tun  haben.  Ob  letzteres  die  Pollenkeimung  anregt,  konnte 
ich  nicht  nachweisen,  doch  ist  dies  auch  wenig  wahrscheinlich, 
da  es  mit  dem  Pollen  gar  nicht  in  Berûhrung  kommt.  Das 
Oel  wurde  auch  in  ganzlich  vertrockneten  Narben,  die  ihre 
Function  schon  ausgeûbt  hatten  gefunden  und  darf  wahrschein- 
lich als  ein  ernahrungsphysiologisch  nutzloses  Exkret  angesehen 
werden. 

Flâchenschnitte  durch  Narbenlappen  zeigen,  dass  die  Papillen 
grosse  Interzellularen,  welche  kleiner  werden  je  tiefer  man  in 
das  Gewebe  der  Narbe  schneidet,  zwischen  sich  lassen  (Taf.  IX, 
Fig.  56).  Unterhalb  des  papillôsen  Narbengewebes  liegen  dùnn- 
wandige  und  etwas  gestreckte  Zellen,  an  die  sich  direkt  das 
Gefâssbûndel,  dessen  Ban  keine  besondereii  Eigentûmlichkeiten 
aufweist,  anschliesst. 

Verfolgen  wir  die  Narbenlappen  mehr  nach  dem  Griffel  hin,  so 
zeigt  sich,  dass  die  Papillen  kùrzer  und  stiellos  werden  je  mehr 
sich  die  beiden  Narbenlappen  einander  nâheren.  Die  Papillen 
sind  hier  viel  plasmareicher  und  dickwandiger  (Taf.  IX,  Fig.  57). 
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Der  Kanal,  den  die  beiden  Narbenlappen  nach  unten  zu 
zwischen  sich  lassen  wird  immer  kleiner,  was  zur  Verschmel- 
zung  der  Papillen  fûhrt.  In  diesem  Teil  des  Grriffels  ist  der 
Kanal  verschwimden,  um  dem  eigentlichen  leitenden  Gewebe 
des  Griffels  Platz  zu  machen. 

Wo  die  Papillen  mit  einander  verschmelzen,  sind  die  Zellen 
des  leitenden  Gewebes  ziemlich  dick,  werden  aber  etwas  unter- 
halb  dièses  Telles  dûnnwandig  nnd  bedeutend  langer.  Querschnitte 
durch  den  mittleren  Teil  des  Grififels  zeigen,  dass  dieser  eine 
annâlierend  runde  Form  besitzt.  Die  Oberflâche  ist  etwas  ge- 
wellt,  die  Epidermiszellen  sind  ziemlich  gross  und  dûnnwcindig. 
Die  Zellen  des  ûbrigen  Gewebes  ausserhalb  des  Gefâssbûndels 
und  des  leitenden  Gewebes  sind,  in  Querschnitten  gesehen,  an- 
nâherend  rund,  selir  dûnnwandig  und  haben  ziemlich  grosse 
Intercellularen. 

Im  Griffel  befinden  sich  zwei  Gefâssbûndel  und  zwar  in  jeder 
ursprûnglichen  Halfte  ein  Bûndel.  Die  Mitte  des  Griffels  wird 
eingenommen  durch  das  specifisch  leitende  Gewebe,  das,  in 
Querschnitten  gesehen,  ans  englumigen,  verhâltnissmâssig  dick- 
wandigen,  octaëdrischen  Zellen,  die  fest  aneinauder  schliessen 
und  keine  Interzelluare  zwischen  sich  lassen,  besteht.  Langs- 
schnitte  durch  diesen  Teil  des  Griffels  zeigen,  dass  die  Zellen 
des  leitenden  Gewebes  sehr  lang  und  schmal  sind.  Die  Kerne 
haben  sich,  entsprechend  der  Form  der  Zellen,  stark  in  die 
Lange  gestreckt. 

Im  unteren  Teil  des  Griffels,  etwa  dort,  wo  der  Griffel  in  das 
Gewebe  des  Fruchtknotens  ûbergeht,  sind  die  Zellen  des  leitenden 
Gewebes  uicht  mehr  lang  und  dûnn,  sondern  kurz  und  ziem- 
lich dickwandig;  ihre  Kerne  sind  sehr  gross.  Dass  Plasma  farbt 
sich  dunkel  imd  zur  Zeit  der  Pollenkeimung  enthalten  die 
Zellen  eine  grosse  Menge  Trôpfchen,  die  sich  beim  Dreifarben- 
verfahren  iutensiv  rot  farben  und  vielleicht  Oeltrôpfchen  dar- 
stellen.  Das  leitende  Gewebe  im  Fruchtknoten,  also  der  dritte 
Teil  des  leitenden  Gewebes,  ist  viel  komplizierter  gebaut  als 
im  Griffel.  Wâhrend  im  oberen  Teil  des  Fruchtknotens  die  Zellen 
des  leitenden  Gewebes  verhâltnissmâssig  kurz  und  regelmilssig 
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sind,  werden  sie  nach  unten,  besonders  nach  den  Funiculi  hin, 
unregelmâssig,  schlauclifôrmig  und  ineinander  verschlimgen. 
Von  den  Funiculi  aus  selien  wir  dièse  eigenartig  verschluugenen 
Zellen  sich  in  den  Obturator,  der  ganz  aus  ihnen  besteht,  fort- 
setzen. 

Der  innere  Bau  der  Zellen  des  leitenden  Gewebes  im  Friicht- 
knoten  weist  noch  einige  Eigentumlichkeiten  auf,  die  ich  nocli 
kurz  erwâhnen  môclite.  Bisweilen  wachsen  die  Kerne  betracht- 
lich  an  und  gleichen  einigermaassen  in  Prophase  getretenen 
Archesporzellen.  Es  sei  hierbei  bemerkt,  dass  Lagerberg  ')  solche 
Bilder  aucli   im   leitenden  Gewebe  von  Adoxa  beobachtet  bat. 

Das  lei tende  Gewebe  des  Griffels  bei  den  Vertretern  der 
Gattung  Coffea  ist  epidermaler,  das  der  Griffelbasis  und  der 
Funiculi  dagegen  subepidermaler  Natur.  Juel^)  unterscheidet 
bekanntlich  die  leitenden  Gewebe,  je  nacb  der  Art  und  Weise 
des  Hinabdringens  der  PoUenschlauche,  in  zwei  Kategorien,  nâm- 
lich  einem  ectotropben  und  einen  endotropben  Typus.  Ersterer 
charakterisiert  sich  dadurch,  dass  die  PoUenschlauche  auf  der 
Flache  des  Gewebes  weiter wachsen,  wahrend  beim  endotropben 
Typus  die  PoUenschlauche  in  oder  zwischeu  den  Zellen  her- 
vordringen.  Nach  dieser  Terminologie  wâre  das  leitende  Gewebe 
von  Coffea  al  s  endotroph  zu  betrachten. 

b.   Das  Wachstum  des  Pollenschlauches  durch  den  Griffel 
nach  der  Eizelle  und  die  Befruchtung. 

Wenn  das  Pollenkorn  auf  die  Narbe  gelangt  ist,  fàngt  es 
bald  zu  keimen  an  ^).  Die  Keimstellen  am  Pollen  sind  durch, 
meist  in  der  Dreizahl  vorhandene,  unverdickte  Partien  der 
Exine  kenntlich. 

Die  Schlauche  der  keimenden  Pollenkôrner  wachsen  zuerst 
die  Narbenpapillen  entlang  (Taf.  IX,  Fig.  54)  und  dringen  dann 


1)  L.  c.  S.  53. 

2)  Studien   uber  die  Entwickelnngsgeschichte  von  Saxifraga  granuîata.  —  Nov. 
Acta  Soc.  Se.  Up.sal.,  (4),  1,  S.  8. 

3)  Ueber  Keimung  der  Pollenkôrner  im  Allgemeitien  siehe  spàter. 
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zwischen  der  Basis  derselben  ein  ;  ilir  Wachstum  wird  von 
hierab  ein  streng  endotrophes,  wahrend  es  im  Anfang  ein  ekto- 
trophes  ist.  Es  ist  einleuchtend,  dass  durch  das  Eindringen  der 
Pollenschlauche  zwischen  die  Zellen  der  Narbe  dièse  stark  in 
Mitleidenschaft  gezogen  werden,  insbesondere  wenn  die  Zabi 
der  eindringenden  Schlâuche  eine  grosse  ist,  wie  das  tatsâch- 
lich  haufig  vorkoramt;  in  diesem  Falle  wird  das  Narbengewebe 
vollstandig  aufgelockert.  Unterhalb  der  Narbe  verringert  sich 
die  Zabi  der  Schlaiiche  stark,  sodass  im  diesem  Teil  des  Griffels 
keine  grossen  Deformierungen  zu  Staude  kommen.  In  dem  leiten- 
den  Gewebe  des  Fruchtknotens  und  besonders  im  Obturator- 
gewebe,  werden  die  Spuren  des  Durchwachsens  der  Schlâuche 
wdeder  deutlicher,  was  wobl  damit  zusammenhângt,  dass  die 
Zellen  lockerer  nnd  unregelmâssiger  zusammengefûgt  sind  und 
sich  leichter  auseinanderdrangen  lassen. 

Nach  dem  Eindringen  der  Schlâuche  in  das  specifîsch  leitende 
Gewebe  des  Griffels  wachsen  sie  in  den  Membranen  dieser  Zellen 
nach  unten  hin,  weil  die  Zellen  dièses  Gewebes  fest  aneinander 
gelagert  sind  und  keine  Interzellularen  besitzen.  Die  Schlâuche 
schieben  die  Zellen  gewissermaassen  beiseite,  was  besonders 
deutlich  an  Querschnitten  von  Griffeln  hervortritt.  An  Lângs- 
schnitten  sind  in  den  Schlâuchen  ab  und  zu  dunkler  gefârbte 
Telle,  welche  von  Schleimpfropfen  hervorgerufen  werden,  zu  er- 
kennen.  Der  Anweseuheit  dieser  Kallosepfropfen  ist  es  zu  ver- 
danken,  dass  die  Pollenschlauche  durch  Behandlung  mit  dem 
spâter  zu  erwâhnenden  Fârbeverfahren  deutlich  sichtbar  werden. 
Will  m  an  die  Schlâuche  an  Lângsschnitten  verfolgen,  so  dûrfen 
letztere  nicht  zu  dûnn  sein  ;  an  dûnnen  Schnitten  werden  die 
Schlâuche,  welche  beim  Herabwachsen  fortwâhrend  ihre  Rich- 
tung  ândern,  meist  in  kurze  Stûcke  zerschnitten.  An  Querschnit- 
ten sind  die  Schlâuche  im  Allgemeinen  schwerer  aufzutînden, 
da  sie  nâmlich  denselben  Querschnittsdurchmesser  als  die  Zellen 
des  leitenden  Gewebes  aufweisen,  und  sich  nur  durch  die  be- 
deutende  Dicke  ihrer  Membran  und  deren  starker  Lichtbrechung 
von  ersterer  unterscheiden. 

Nicht  selten  wurde  an  Querschnitten  durch  bestâubte  Narben 
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festgestellt  dass  die  Pollenschlâuche  manchmal  aiisserhalb  des 
eigentlichen  Leitgewebes  verlaufen  ;  raehr  nacli  dem  Griffel  liin 
sind  solche  Fâlle  viel  seltener  als  oben  an  der  Narbe  zu  be- 
obachten.  Wenn  die  Pollenschlâuche  in  das  Obturatorgewebe 
eingedrungen  sind,  wird  ihre  Auffindung  besonders  dadurch 
erschwert,  dass  die  Zelleu  des  Obturators  selber  wie  Schlâuche 
in  einander  verschlnngen  sind,  imd  erstere  sicli  nur  diirch 
stârkere  Tinction  von  letzteren  unterscheiden. 

Wenn  der  Pollenschlauch  an  der  Mikropyle  angelangt  ist, 
drângt  er  sich  durch  die  schmalen  Spalte  dér  Mikropyle.  In 
manchen  Fâllen  lâsst  das  Tntegument  fast  keine  Mikropyle 
ùbrig,  sodass  der  Pollenschlauch  gezwungen  ist,  sich  gewaltsam 
durch  dièses  Gewebe  zu  drângen  und  dabei  viele  Zellen  zer- 
stôrt.  Die  Reste  dieser  zerstôrten  Zellen  dienten  mir  bei  meinen 
Untersuchungen  hâufig  dazu,  schnell  zu  entscheiden,  ob  eine 
Befruchtung  stattgefunden  hatte,  da  der  Pollenschlauch  selbst 
an  befruchteten  Samenknospen  schwer  aufzufinden  ist.  Solche 
Reste  getôteter  Zellen,  die  man  auch  niclit  selten  im  Griffel 
lângs  dem  Wege  des  Schlauches,  doch  nicht  so  hâufig  als  in 
der  Samenknospe,  findet,  sind  daran  zu  erkennen,  dass  ihre 
Kerne  lange,  dunkelgefârbte,  unregelmâssige  Chromatinmasseu 
darstellen. 

Die  eigentliche  Befruchtung,  also  das  Eindringen  des  Schlauches 
in  den  Embryosack  und  das  Verschmelzen  der  Kerne  konnte 
ich  einige  maie  deutlich  beobachten.  Im  Verhâltniss  zu  der  von 
mir  untersuchten  grossen  Anzahl  von  Prâparaten  von  Befruch- 
tungsstadien  waren  dièse  Fâlle  dennoch  vereinzelt. 

Wenn  der  Pollenschlauch  bei  dem  Embryosack  angelangt  ist, 
drângt  er  sich  zwischen  Syuergiden,  Eizelle  uud  Embryosack- 
wand  hervor  und  legt  sich  hierbei  der  unteren  Hâlfte  der  Eizelle, 
beim  Eikern  an.  Gleichzeitig  mit  dem  Hervordringen  blâht  sich 
der  Endteil  des  PoUenschlauches  keulenfôrmig  auf  und  sammelt 
sein  Plasma  in  diesera  Telle  an  (Taf.  V,  Fig.  24).  Dièses  An- 
schwellen  beruht  tatsâchlich  auf  einerVergrôsserung  des  Lumens 
und  nicht  auf  eine  Verdickung  der  Membran.  Letzteres  ist  bei 
der  Keimung  des  Pollenkorns  in  kûnstlichen  Kulturen  der  Fall, 
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wobei  dift  Membran  deiitlicli  geschichtet  erscheint.  Vielleicht 
stellt  dièse  Verdickung  der  Membran  in  kûnstlichen  Kulturen 
ein  krankhaftes  Stadium  dar,  da  sie  an  durch  den  Griffel  hin- 
durch  gewachsenen  Pollenschlâuchen  niemals  beobachtet  wnrde. 

Wâhrend  sich  der  Schlauch  an  die  Eizelle  anlegt  und  sein 
Ende  aufblaht,  sind  die  generativen  Kerne  deutlich  sichtbar 
(Taf.  V,  Fig.  24  und  26). 

Eine  Desorganisation  der  Synergiden  wâhrend  des  Eindrin- 
gens  des  Pollenschlauches  in  den  Embryosack  war  nicht  zu 
konstatieren,  was  hier  besonders  betont  werden  dûrfte,  da  das 
Intaktblei])en  der  Synergiden  bei  der  Befruchtnng  eine  nicht 
allgemeine  Erscheinung  darzustelien  scheint.  Bei  âhnlichem 
Verlauf  des  Pollenschlauches  bei  Lilium  konstatierte  z.  B. 
CouLTER  ^)  das  die  von  dem  Schlauch  berûhrte  Synergide  bald 
desorganisiert;  Schaffner^)  fand  dasselbe  bei  Alisma  Plantago 
und  Sagittaria  variahilis.  Dagegen  berichtet  Lagerbkrg  ^)  dass 
bei  Adoxa,  bei  einem  ahnlicheu  Verlauf  des  Schlanches,  eine 
Degeneration  der  Synergiden  nicht  beobachtet  werden  konnte 
und  Merrell  "*)  giebt  fur  SUi^hium  an,  dass  die  beiden  Synergiden 
nach  vollzogener  Befruchtnng  nicht  desorganisiert  erscheinen. 

Das  Hinûbertreten  der  generativen  Kerne  in  die  Eizelle  und 
sekundâren  Embryosackkern  ist  deshalb  schwer  zu  erkenuen, 
weil  sich  das  mit  Plasma  gefûllte  Schlauchende  stark  fârbt  und 
ausserdem  die  Eiapparate  wâhrend  der  Kernverschmelzung  im 
stark  tingierten  Plasma  eingebettet  liegen.  Immerhin  ist  es  mir 
doch  gelungen,  bei  sorgfâltigster  Fârbung  eine  „Doppelbefruch- 
tung''  genauer  zu  verfolgen.  Eine  solche  wurde  bekanntlich 
zuerst  von  Nawaschin  ■'^)  und  Guigna rd  ^)  bei  verschiedenen  Lilia- 


i)  Contribution    to    the   lifehistory   of  Lilium  philadelphicum,  I,  The  embryosac 
and  associated  structures.  —  Botan.  Gaz.,  25,  1897,  S.  417. 

2)  The   embryosac   of  Alisma   Plantago.    —   Botan.    Gaz.,    21,   1896,  S.  127.   — 
Contribution    to   the  lifehistory   of  Sagittaria  variahilis.  Ebenda,  23,  1897,  S.  256. 

3)  L.c,  S.  57. 

4)  A   contribution    to    the  Ufehistory  o{  Silphium.  —   Bot.  Gnz.,  29, 1900,  S.  115. 

5)  Noue  Beobachtungen  ûbcr  die  Befruchtung  bei  Fritillaria  tcnella  und  Liliuin 
Martagon.  —  Réf.  im  Botan.  Cèntralbl.  1899,  I,  S.  62  und  211. 

6)  Sur  les  Anthérozoïdes  et  la  double  copulation  sexuelle  chez  les  angiospermes.  — 
Revue  générale  de  Botan.,  VI,  Sér.,  T.  XI.  1899,  S.  129. 
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ceen  beobachtet  iind  spater  von  raehreren  Forschern  auch  bei 
anderen  Pflanzen  gefunden. 

Die  beiden  Spermakerne  haben,  wenn  sie  aus  deni  Pollen- 
schlauch  hinausgelangen,  eine  ellipsoidische  Gestalt  nnd  sind 
anscheinend  vôllig  nackt.  Vielleicht  liegt  hier  eine  âhnliche 
Erscheinung  vor,  wie  sie  bereits  Jdel  ^)  bei  Pyrola  imd  Lager- 
BERG  ^)  bei  Adoxa  beobachtet  habeu.  Die  beiden  geuerativen 
Kerne  gehen  in  den  Embryosack  ûber,  wobei  die  Verschmelzung 
des  einen  Kerues  mit  der  Eizelle  eine  sehr  schnelle  ist,  wahrend 
der  zweite  langsamer  nach  den  beiden  Polkernen  wandert.  So 
kommt  es,  dass  sich  die  Eizelle  schon  vergrôssert  und  zur  ersten 
Teilnng  angeschickt  hat,  wahrend  die  Verschnoelzung  der  Pol- 
kerne  mit  dem  zweiten  generativen  Kern  erst  vor  sich  geht. 

Was  dièse  Verschmelzung  anbelangt,  so  konnte  ich  einige  Un- 
terschiede  darin  konstatieren.  Entweder  liegen  die  Polkerne 
nocli  getrennt  von  einander,  wenn  der  generative  Kern  mit 
den  am  meisten  nach  der  Eizelle  hin  orele"enen  verschmilzt 
(Taf.  V,  Fig.  27),  oder  es  hat  schon  vorher  eine  Verschmelzung 
der  beiden  Polkerne  zum  primiiren  Endospermkern  stattgefun- 
den,  mit  dem  sich  der  generative  Kern  dann  erst  vereinigt. 

Ich  habe  frûher  schon  hervorgehoben,  dass  bei  der  Fertig- 
stellung  des  Embryosacks  die  beiden  Polkerne  nicht  mitein- 
ander  verschnielzen.  Tritt  dagegen  eine  Befruchtung  ein,  so 
kaun  unter  Umstânden  noch  vor  der  Verschmelzung  mit  dem 
generativen  Kern,  eine  Fusion  der  beiden  Polkerne  stattfinden. 
tJbrigens  scheint  dièse  Verschiedenheit  in  den  Befruchtungs- 
vorgângen  von  âusseren  Einflûssen  bedingt  zu  werden. 

Die  Untersuchungen  von  Shibata  ^)  ûber  die  végétative  Be- 
fruchtung bei  Monotropa,  machen  es  sehr  wahi'scheinlich,  dass 
sie  in  hohem  Grade  von  ilusseren  Einflûssen  abhângig  ist. 
Shibata  glaubt  den  Grund  einer  Vereinigung  oder  Nichtvereini- 


1)  Studien   iiber  die   Entwickelungsgeschichte   von  Saxifraga  gramdala.  —  Nov. 
Acta  Soc.  ?c.  Upsal.  (4),  1,  1907,  S., 15. 

2)  L.  c. 

3)  Die  Doppelbefriichtung  bei  Mo)ioiropa  imiflora.  —  Flora  90,  902,  S.  C4. 


96 

gung  der  Polkerne,  in  der  Einwirkiing  verschiedener  Tempera- 
turen  suchen  zu  mûssen. 

Nach  der  Fusion  des  primâren  Endospermkernes  mit  dem 
generativen  Kern  nimmt  erstere  bedeutend  am  Grosse  zu.  Ein 
Ruhestadinm  scheint  niclit  zu  existieren,  da  die  Endosperm- 
bildung  gleich  nach  der  Befruchtung  eintritt.  Dagegen  macht  die 
befruchtete  Eizelle  eine  kleine  Ruheperiode  durch  und  die  Tei- 
lungen  finden  niclit  gleich  nach  der  Verschmelzung  mit  dem 
generativen  Kern  statt.  Vor  Eintritt  der  ersten  Teilung  ver- 
lângert  sich  die  Eizelle  etwas  und  erst  dann  wird  die  Embryo- 
kugel  abgetrennt;  die  weiteren  Teilungen  verlaufen  normal 
und  bieten  keine  Veranlassung,  weiter  darauf  einzugehen. 

Bevor  ich  dies  Kapitel  verlasse,  môchte  ich  noch  erwâhnen, 
dass  nach  dem  Austritt  der  generativen  Kerne  ans  dem  Pol- 
lenschlauch  in  den  sogenannten  Restkôrper,  der  seinen  Platz 
lange  beibehâlt,  nach  vollzogener  Befruchtung  zwei  kernartige 
Kôrper  liegen.  Solche  Kôrper  sind  bei  einer  Anzahl  vonPflanzen 
bereits   mehrfach   beobachtet   werden,   so   z.  B.   von   Shibata  ^) 

ErNST  ^)     LaND  ^)      GUIGNARD  **)      JuEL  ^)      UUd      LaGERBERG  ^).     JuEL 

fasst  dièse  Kôrper  als  zwei  desorganisierte  Kerne  auf,  nâmlich 
den  Schlauch-  und  den  Synergidenkern.  Er  glaubt,  dièse  Ansicht 
aus  den  FilUen  folgern  zu  dûrfen,  in  deuen  die  Synergiden  bei 
der  Befruchtung  nicht  desorganisiert  werden  und  nur  ein  der- 
artiger  Kôrper  im  Schlauchende  wahrzunehmen  ist.  Lagerberg') 
ist,  nach  dem  von  ihm  bei  Adoxa  Beobachteten,  derselben  Ansicht. 

VORGÂNGE  NACH  DER  BEFRUCHTUNG. 

a.  Das  Schwinden  des  Obturators. 

Im  Vorigen  wurde  schon  hervorgehoben,  dass  die  Pollen- 
schlâuche  ihren  Weg  nach  dem  Embryosack  durch  den  Obturator 


1)  Die  Doppelbefruchtung  bei  Monotropa  uniflora.  —  Flora  90,  902,  S.  64. 

2)  Beitriige   zur   Kenntniss   der   Entwickelung   des   Embryosacks  und  des  Embryo 
bei   Tulipa  Gesneriana  L.  —  Ebenda,  88,  1901,  S.  50. 

3)  Double  Fertilisation  in  Compositae.   —    Hotan.  Gaz.,  XXX,  1900,  S.  255. 

4)  L'a|)pareil   sexuel    et    la    double    fécondation   dans  les  Tulipes.  —  Ann.   Se.  Nat. 
Bot.,  11,  1900,  S.  180. 

5)  L  c,  S.  20.  G)  L.  c,  S.  58.  7)  L.  c,  S.  58. 
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nehmen  und  dièses  fur  die  Coffea- Arien  charakteristische  Ge- 
webe  denselben  anatomischen  Bau  aufweist,  wie  das  leitende 
Gewebe  im  Frnchtknoten  in  der  Nâbe  der  Funiculi.  Ein  solches 
Gewebe  zwischen  Placenta  und  Mikropyle  bezw.  Nncellusspitze 
wurde  bereits  bei  einigen  anderen  Pflanzen  gefunden,  (Eupbor- 
biaceen,  Bâillon,  Mirbel,  Brongiart  ;  Linum  perenne,  Payer) 
doch  scheint  man  der  Ansicht  gewesen  zu  sein,  dass  dièses 
Gewebe  eine  metamorphosierte  Saraenanlage  darstellt.  Dièse 
Ansicht  wurde  dann  schon  von  Capus  ^)  iind  spater  auch  von 
ScHWEiGER  2)  abgewiesen,  mit  der  Annahme,  dass  der  Obturator 
ein  neugebildetes  Organ  darstellt,  das  den  Charakter  eines 
Leitungsgewebes  besitzt.  Der  beste  Beweis  fur  dièse  letzte  An- 
nahme ist  wohl  der  Umstand,  dass  Pollenschlâuche  im  Obtu- 
rator kurz  vor  der  Befruchtung  gefunden  worden  sind,  und  der 
Obturator  nach  der  Befruchtung  verschwindet. 

Bei  den  nntersuchten  Cofea-Arten  hat  der  Obturator  seine 
grôsste  Ausdehnung  zur  Zeit  der  Befruchtung  und  schwindet 
rasch  nach  diesem  Act  bis  auf  wenige  Reste  an  der  Placenta. 
Schnitte  durch  das  Obturatorgewebe  nach  der  Befruchtung 
zeigen,  dass  die  schlauchartigen  Zellen  aufgelôst  werden  und 
auseinander  fallen,  sodass  schliesslich  nur  noch  kleine  Fetzen 
ubrig  bleiben. 

b.  Endospermbildung. 

Die  Entdeckung  der  Copulationsvorgânge  zwischen  dem  zwei- 
ten  generativen  und  den  beiden  Polkernen  war  fur  die  An- 
schauung  ûber  die  Endospermbildung  von  grosser  Bedeutung. 
Dièse  Copulation  stellt  eine  richtige  Befruchtung  dar,  bei  der 
erbliche  Eigenschaften  ûbertragen  werden  Dies  haben  besonders 
DE  Vries  ^)  und  CoRRENS  '^)  experimentell  nachgewiesen. 


i)  Anatomie  du  tissu  conducteur.  -  Ann.  d.  Se.  Nat.,  Bot.,  6  Sér.  VII,  T.  1878,  S.  226. 

2)  L.c.  S.  371. 

3)  Sur  la  fécondation    liybride  de  l'albumen.   —  Comptes  i-endus  de  l'Acad.  d.  Se, 
1899,  No.  23,  S.  973-975. 

4)  Untersuchungen    uber   die  Xenien    bei    Zea  Mays.  —  Ber.  d.  Deiitschen  Botan. 
Ges.,  Bd.  XVII,  1899,  Heft  10,  S.  410—417. 

Ann.  Jard.  bot.  Buitenz.  2e  Sér.  Vol.  X.  " 
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Die  Endospermbildung  bei  den  Coffea- Axien  bietet  keine  beson- 
ders  intéressant  en  Einzelheiten.  Die  erst  gebildeten  Endosperm- 
kerne  sind  gross  und  lageru  sicli  in  das  wandstândige  Plasma. 
Die  Anatomie  des  fertigen  Endosperms  wurde  schon  von  Mae- 
scHAND  ^),  Froehner^)  und  Hanausek  ^)  genauer  beschrieben.  Der 
Vollstândigkeit  halber  lasse  ich  hier  folgen,  was  bei  Froehner 
hierûber  zn  finden  ist.  Die  Zellen  sind  im  centralen  Teil  nach 
allen  Richtungen  gleichmâssig  tangential  gestreckt  und  beklei- 
den  tafelfôrraig  die  Embryospalte.  Die  Endospermzellen  haben 
stark  verdickte  Wânde  und  bestehen  nach  Reiss  hauptsachlich 
ans  einem  Polysaccharid  der  Mannose.  Die  Zellwandverdickun- 
gen  sind  charakteristische,  parallèle  und  verzweigte  Leisten, 
welche  die  weniger  verdickten  Stellen  als  flache  Gruben  zwischen 
sich  freilassen,  auf  den  Wandquerschnitten  als  Knoten  und  auf 
der  Flâchenansicht  strahlig  oder  leiterartig  angeordnet  erschei- 
nen.  Sie  finden  sich  auf  allen  Seiten  der  Zellen,  fehlen  jedoch 
den  Grenzzellen  und  deren  nâchsten  Nachbarn,  sowobl  nach 
der  Aussenseite,  wie  nach  der  Embryospalte  hin.  An  den  Enden 
des  Samens,  wo  bei  der  Aufrollung  des  Nâhrgewebes  infolge 
der  ovalen  Gestalt  des  Samens  der  Druck  besonders  stark  war, 
zeigen  die  Zellen  mehr  collenchymatische  Verdickung  und  sind 
seitlich  sehr  stark  zusanimengedrûckt.  Poren  fehlen  vollstândig. 

Hanausek  fand  die  Verdickungen  aus  drei  Schichten  bestehend, 
die  aber  erst  bei  der  Prâparation  erkennbar  werden  und  nach 
ihm  erst  im  zehnten  Monat. 

Weitere  Einzelheiten  ûber  das  Endosperm  giebt  Tschirch  4). 
Tn  der  Mitte  wird  das  Endosperm  von  einem  Lângsspalt  durch- 
zogen,  der  mit  Quellgewebe  ausgefûllt  ist  und  schon  bei  Lupen- 
betrachtung  deutlich  hervortritt.  Das  Quellgewebe  besteht  aus 
dûnnwandigen,  plasmareichen,  oft  obliterierten  oder  verschleim- 


1)  L.  c.  S.  5. 

2)  L.  c.  S.  243. 

3)  Die   Eiitwicklunp;   der  Fniclit   und    des  Samens  von  C.  arabica.  —  Zeitschr.  f. 
Nahrungsmitteluntei'snch.  iiiid  Hygiène,  1885.  1890,  1893. 

4)  Anatoniisclier   Atla.s   der   Piiarmakognosie   und    Nahrungsmittelkunde.  —  1900, 
S.  09,  Tafel  18. 
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ten  Zellen,  die  in  Wasser  quellen  uncl  deren  Wand  nicht  auf 
Cellulose  reagiert,  und  kommt  hier  dadurch  zn  stande,  dass  die 
Verdickung  der  Endospermzellen  nicht  bis  znr  Endosperramitte 
fortschreitet,  sondern  kurz  vor  derselben  hait  macht.  Der  von 
Qiiellgewebe  erfûUte  Spalt  wird  also  erst  nach  Verdickung  der 
Zellen  sichtbar.  Wenn  bei  der  Keimung  das  Wùrzelchen,  dessen 
Spitze  ganz  oberflâchlich  liegt  und  daher  schon  am  ungequol- 
lenen  Samen  sichtbar  ist,  die  HùUe  durchbohrt  und  im  Boden 
sich  befestigt  hat,  wachsen  die  Kotyledonen  in  das  Quellge- 
webe  hinein. 

An  einem  in  Chloral  eingetrockneten  Schnitt  tritt  im  Inhalte 
aller  Endospermzellen  eine  schôn  rot-violette  Farbung  ein,  die 
man  auch  bisweilen  schon  beim  Einlegen  in  Chloral  beobachtet. 
Durch  Phosphormolybdânsâure  lâsst  sich  der  Inhalt  der  Endo- 
spermzellen tief  orangerot,  durch  Ammoniak  hellgelb  fârben; 
der  Luft  ausgesetzte,  mit  Ammoniak  befeuchtete  Schnitte  v^erden 
bald  grûn.  Kali  fârbt  hellgelb,  Eisenchlorid  grûnlich  (Gerbsâure). 
Der  Zucker  lâsst  sich  raittels  Fehlingscher  Lôsung  nachweisen, 
das  fette  Oel  durch  Schwefel-  (Zusammenfliessen  der  Tropfen) 
oder  Ûberosmiumsâure  (Braunfârbung). 

Fur  nâhere  Einzelheiten  ùber  cheraischen  Beschaffenheit  des 
Gewebes,  verweise  ich  auf  die  Arbeit  von  Tschirch  und  Oesterle. 

c.  Endospermspalte  (Ligne-  oder  cavité-embryonaire 

Marschand's,  Mittelschicht  Jager's,  Trennungs-  oder  Auflôsungs- 

schicht  Hanausek's,  Quellgewebe  Tschirch's). 

Bei  der  Besprechung  der  Endospermbildung  wurde  schon  be- 
tont,  dass  das  Endospermgewebe  in  der  Mitte  von  einem  Lângs- 
spalt  durchzogen  wird,  den  verschiedene  Forscher  mit  den  oben 
angegebenen  Namen  bezeichneten.  Marschand,  der  zuerst  auf 
dièse  dunkle  Linie  im  Endosperm  aufmerksam  gemacht  hat, 
untersuchte  sie  mikroskopisch  und  erkannte  auch  die  eigen- 
tûmlichen  Verilnderungen  die  dièse  Schicht  erftlhrt.  Er  erfasste 
bereits  die  physiologische  Bedeutung  dièses  Gewebes,  als  eine 
Art  Haustorium   zu  wirken,  um  die  Reservestoffe  in  gelôstem 
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Zustand  nach  clem  Embryo  liiuziileiten.  Auch  Hirsch  ')  der 
unter  aûderen  anch  Samen  von  C.  arabica  daraufhin  unter- 
suchte,  hat  einige  Einzelheiten  hiernber  publiziert. 

Untersucht  man  Samen  des  Kaffees  in  Lângs-  und  Quer- 
schnitten,  so  fiodet  man,  dass  um  den  Embryo  ein  Gewebe 
existiert,  welches  die  Grenzschiclit  des  Endosperms  gegen  diesen 
hin  darstellt.  Tschirch  nannte  dièses  Gewebe,  weil  es  bei  der 
Keimnng  stark  aufquillt,  „Quellgewebe".  Betrachtet  man  dièses 
Quellgewebe  in  aufeinander  folgenden  Stadien  der  Keimung 
des   Sameus   so   ergiebt   sich  ein  genaiies  Bild  seiner  Fnuction. 

Das  nm  den  Embryo  befindliche,  durchsiclitige  Gewebe  quillt, 
wie  wir  schon  betonten,  bei  der  Keimung  stark  auf  und  legt 
sich  an  den  Seiten  eng  an  den  Embryo  an.  Ober-  nnd  unter- 
halb  des  Embryos  wird  dièses  Gewebe  dagegen  aufgelôst  nnd 
die  Kotyledonen  wachsen  in  den  auf  dièse  Weise  entstandenen 
Spalt  hinein.  Die  Kotyledonen  schmiegen  sich  in  diesem  Spalt 
dem  Endospermgewebe  eng  an  und  die  Auflôsung  schreitet  daun 
von  den  Keimblâttern  ausgehend,  in  centrifugaler  Richtung  fort. 
Das  Quellgewebe  vermittelt  die  Aufnahme  des  in  dem  Endos- 
perm  aufgehauften  Eeservematerial  :  des  Oels,  des  Plasmas  und 
der  Reservecellulose  seitens  der  Kotyledonen.  Dièse  Befunde 
zeigen,  dass  das  Quellgewebe  bei  der  Keimung  als  ein  Haus- 
toriura  fungiert,  indem  es  eiue  Yerbindung  zwischen  Embryo 
und  den  Endospermzellen  herstellt  und  die  Reservestoffe  ans 
dem  Endosperm  dem  Embryo  zufûhrt. 

d.  Der  Embryo. 

Die  Anatomie  des  Embryos  wurde  schon  von  Marschand, 
Froehner,  Hanadsek  und  anderen  beschrieben.  Froehner  teilt 
darûber  folgendes  mit:  „Der  Embryo  besteht  aus  einem  klein- 
zelligen  Gewebe,  welches  Oel,  Stilrke  und  Plasma  enthâlt.  Es 
wird   von   rundlichen   Zellen   gebildet,  welche  anfangs  deutlich 


1)  Welche  Eini'iclitiingen  bestelien  heliiifs  Uebei'fiihrnno;  der  in  dem  Speichergewebe 
der  Samen  niedorf^eleglen  Reseivestoffe  in  den  Embryo  bei  der  Keimung?  —  Ber. 
d.  Deutsciien  Botan.  Ges.,  Bd.  8,  4890,  S.  1. 
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Interzellularrâume  erkennen  lassée,  die  aber  bei  cler  Vermehruner 
der  Zellen  im  beschrânkten  Raume  scheinbar  verschwiuden.  Die 
Zellen  der  obersten,  stark  gedrûckten  Scbicht  bilden  die  Epi- 
dermis.  Wûrzelchen  und  Stammchen  zeigen  anfangs  keinen  be- 
trachlichen  Unterscbied.  Auf  die  Epidermis  folgt  das  zarte, 
weitmaschige  Grundgewebe,  welches  durch  mebrere  Schicbten 
dichterer  imd  kleiner  Zellen,  in  das  Mark  und  das  Rindenge- 
webe  geschieden  ist.  Die  trennende  Scbicht,  an  deren  Innenseite 
die  ersten  Gefâsse  angelegt  werden,  ist  beim  Stammchen 
weniger  dicht,  als  beim  Wûrzelchen.  Die  Kotyledonen  lassen 
zwischen  den  Epidermen  ein  gleicbmâssiges  Grewebe  erkennen, 
das  sich  an  den  Aulagen  der  Nerven  verdichtet  und  dièse  ma- 
kroskopisch  als  dunkle  Linien  hervortreten  lâsst.  Ûber  die 
Nervatur  der  Kotyledonen  herrscht  in  der  Litteratur  ein  Mei- 
nungsunterschied." 

e.  Die  Samenschale. 

Die  Samenschale  besteht  zu  âusserst  ans  einer  Epidermis, 
deren  einzelne  Zellen  zu  Sclereiden  umgelnldet  sind,  welche 
nach  TscHiRCH  den  Silberglanz  der  Sameuhaut  oder  Silberhaut 
bedingen.  Nach  letztgenanntem  Forscher  sind  die  aussereu 
Schicbten  des  Samenschalenparenchyms  normal  erhalten,  die 
inneren  wie  ein  Nâhrschicht  obliteriert  und  nunmehr  stârkefrei. 

Dièse  Zellen  sind  rechtwinkelig  zur  Lângsachse  des  Samens 
gestreckt.  Ihre  Oblitération  bewirkt  die  Lostrennung  der  anfangs 
dera  Endosperm  fest  anhaftenden  Sameuhaut,  die  vom  reifen 
Samen  leicht  losgelôst  werden  kann.  Die  eigentûmliche  Faltnng 
des  Samens,  die  dem  Querschnittsbild  des  reifen  Kaffeesamens 
ein  so  charakteristisches  Aussehen  verleiht,  vollzieht  sich  erst 
nachtrâglich  an  der  Saraenanlage.  Die  Samenschale,  die  den 
âusseren,  gegen  die  Fruchtwand  zu  gelegenen  Teil  des  Samens 
als  silberglanzende,  leicht  ablôsbare  Haut  bedeckt,  muss  natûr- 
lich  auch  in  die  an  der  Scheidewaudseite  gelegene  Faite  ein- 
dringen.  Die  Sclereiden  der  Epidermis  sind  ansserordentlich 
charakteristisch  und  trotz  ihrer  verschiedenen  Gestalt  leicht 
auf  den   ersten   Blick   hin    zu   erkennen.    Die   Zellen    sind  von 
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kurzer  und  breiter,  bald  von  gekrûmmier,  ausgebiichteter  oder 
verbogener  Gestalt,  bald  gerade  oder  stabfôrmig,  doch  immer 
mit  einer  relativ  dùnnen  Membran  versehen.  An  der  âusseren, 
konvexen  Seite  des  Samens  sind  die  Sclereiden  im  Allgemeinen 
ebenso  gestaltet  wie  in  der  Saraenhautfalte  an  der  oberen 
Furchenseite  ;  an  der  konvexen  Seite  des  Samens  ist  hâufîg 
eine  Neigung  znr  Lângsstreckung  der  Sclereiden  zu  konstatieren 
v^as  vieileicht  mit  der  mit  der  fortschreitenden  Volumvergrôs- 
serung  des  Samens  bew^irkten  Zngwirkung,  zusammenhângt. 

UNREGELMÂSSIGKEITEN  BEI  DER  ENTWICKELUNG. 

a.   Bildung  von  rnnden  Samen  (Perlkaffee). 

Wie  fruher  schon  betont  wurde,  entwickeln  sich  in  einem 
Fruchtknoten  gewôhnlich  zwei  Samenknospen,  die  nach  einge- 
tretener  Befruchtung  auch  zwei  Samen  liefern.  Nun  kommt  es 
aber  gar  nicht  so  selten  vor,  dass  in  einer  Fruclit  uur  ein 
Same  gefnnden  wird,  wâhrend  der  andere  abortiert  ^)  ist.  Der 
normale  Same  wird  hierdurch  beim  Heranwachsen  in  seiner 
Ausdebnnng  nicht  von  dem  anderen  gehindert,  drûckt  die 
Scheidewand  beiseite  nnd  fùllt  so  die  ganze  Fruclithôhle  ans. 
Dadurch  erscheint  des  Same  fast  nmd,  nicht  plankonvex,  nnd 
das  Endosperm  ist  dann  spiralig  eingeroUt. 

b.   Sogenaunte  „Polyembryonie'\ 

Bei  der  Untersuchung  einer  grossen  Anzahl  von  Samen  fand 
ich  ab  nnd  zu  sogenannte  „polyembryonische  Samen".  Uoter 
dieser  Bezeichnung  versteht  m  an  die  Erscheinung,  dass  in  einem 
Samen  mehrere  Embryonen  vorkommen. 

Es  ist  mir  leider  nicht  gelungen,  solche  Fâlle  von  „Polyem- 
bryonie"  entwicklungsgeschichtlich  zu  verfolgen.  Das  mir  zur 
Verfûgung  steheude  Material  war  bereits  in  einem  vorgeschrit- 
tenen  Stadium  der  Entwicklung  begriffen,  doch  konnte  ich  immer- 
hin  aus  dem  anatomischen  Bau  solcher  Samen  auf  die  Ent- 
wickelungsgeschichte  schliessen. 


1)  Nàhere  Einzelheiten,  sielie  Kapitel  :  Sterilitiit. 


103 

Bereits  vor  rair  hatte  Hanausek  *)  die  Bildiing  „polyenibryo- 
nischer  Samen"  genauer  verfolgt  und  ich  kann,  soweit  mein 
Material  dies  gestattete,  seine  Ausfûhrungen  hestâtigen.  Auch 
Hanausek  erkannte,  ohne  die  Entwickelungsgescliichte  genauer 
zu  verfolgen,  dass  die  doppelembryonischen  Samen  zwei  ge- 
trennte  Endosperme  und  getrennte  Samenhâute  liaben.  Der 
Prioritât  wegen  lasse  ich  hier  die  Ausfûhrungen  Hanausek's 
folgen,  um  zuletzt  meinen  Standpunkt  in  dieser  Frage  zu  prâ- 
zisieren  : 

„Das  âussere,  naturgemâss  viel  grôssere  Endosperm  stellt 
eiuen  asynametrischen,  auf  der  Ventralseite  breit-offenen  Kôrper 
dar,  an  welchem  der  eine  Lângsrand  nach  vorn  (ventral)  um- 
geschlagen  ist  und  gewissermassen  ein  Dach  bildet;  der  audere 
Lângsrand  dagegen  liegt  tiefer  und  endet  in  eine  Kante,  ohne 
sich  umzufalten.  In  dem  auf  dièse  Weise  geschaffenen  Hohl- 
raum  liegt,  geuau  dem  Contour  des  âusseren  Eudospernas  an- 
gepasst,  das  inuere,  welches  bis  auf  die  Grosse  und  den  viel 
weniger  regelmassigen  Umriss,  einem  normalen  Kafifeesamen 
gleicht,  eine  Ventralrinne  und  den  von  letzterer  ausgehenden, 
in  das  Innere  eindringenden  Spalt  besitzt.  Auch  an  dem  soge- 
nannten  Perlkaffee,  dem  Samen  einer  einsamigen  Kaffeefrucht, 
ist  die  Diploembryonie  schôn  entwickelt.  Beide  Endosperme 
bilden  den  fur  den  Perlkaffee  charakteristischen  cylindrischen 
Kôrper,  das  âussere  Endosperm  umgreift  bis  auf  eine  schmale 
Zone  vollstândig  das  innere." 

Ich  habe  bei  der  Untersuchung  der  Samen  nur  „  Diplo- 
embryonie" beobachten  kônnen,  wâhrend  Hanausek  angiebt,  ein 
einziges  Objekt  gefunden  zu  haben,  das  zweifellos  drei  Endo- 
sperme enthielt. 

Eassen  wir  zunâchst  die  Fâlle  von  echter  und  unechter  Poly- 
embryonie  nâher  ins  Auge. 

Die  eigentliche  Polyembryonie  kann  erstens  dadurch  ent- 
stehen,   dass   sich    die  Embryonen  ans  ausserhalb  des  Embryo- 


i)  Ueber  Symemtrie  und  polyembryonische  Samen  von  Coff'ea  arabica  fi.  —  Ber, 
d.  Deutschen  Botan,  Ges.,  Bd.  13,  1895.  S.  73.  Dort  auch  Abbildungen  polyembryo- 
nischer  Samen  (d.  A.). 
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sacks  gelegen  Zellen  gebilclet  haben.  Zum  Beispiel  kônnen 
solclie  Adventivembiyonen  aus  den  Nucellarzellen  entstelien, 
was  bei  Fmikia  ovata,  Coelogyne  ilicifolia,  Mangifera  indica  u.  a. 
der  Fall  ist,  oder  die  Adventivembryonen  bilden  sich  ans  den 
Zelleu  des  inneren  Integuments,  wie  bei  Allium  odorum.  Weiter 
kanu  die  echte  Polyembryonie  dadurch  entstehen,  dass  die 
Embiyonen  aus  Embryosackelementeu  gebildet  werden.  In  diesem 
Falle  existieren  von  Anfaug  an  normalerweise  zwei  Eizellen, 
wie  bei  Santalum  album,  weiter  kônnen  aus  den  Synergiden 
Embryonen  hervorgehen,  wie  dies  bei  Taraxacum  officinale, 
Aconitum  Napellus,  Mimosa  Denhartii  u.  a.  der  Fall  ist,  oder  es 
entwickeln  sich  ans  den  Antipoden  Embryonen,  wie  bei  Allium 
odorum.  Zn  dieser  Kategorie  der  ecliten  Polyembryonie  gehôren 
noch  diejenigen  Fâlle,  in  denen  mehrere  Embryonen  dadurch 
entstehen,  dass  sich  der  Embryovorkeim  spaltet  wie  bei  Loran- 
thus  europaeus,  oder  sich  ein  Vorkeimtrâger  entwickelt,  der 
mehrere  Embryovorkeime  besitzt,  wie  bei  Erythronium  ame- 
ricanum  *). 

Die  unechte  Polyembryonie  kann  erstens  dadurch  entstehen, 
dass  die  Samenanlagen  zusammen  verwachsen,  wie  das  z.  B. 
bei  Pirus  Malus,  Loranthus  europaeus  nnd  Viscum  album  der 
Fall  ist.  Bei  Pirus  Malus  konstatierte  man  dièse  unechte  Poly- 
embryonie an  einem  Beispiel,  wo  die  beiden  Embryonen  durch 
Verschmelzung  der  Integnmente  in  einer  Samenschale  einge- 
schlossen  waren.  Die  unechte  Polyembryonie  kann  weiter  da- 
durch entstehen,  dass  sich  der  Nucellus  teilt,  wie  bei  Morus 
alba,  Orchis  Morio  und  Gymnadenia  conopea  ;  Ernst  rechnet 
hierzu  auch  Cofi'ea  arabica,  scheint  aber  allerdings  noch  in 
Zweifel  zu  sein,  ob  die  unechte  Polyembryonie  des  Kaffees  in 
dieser  Kategorie  unterzubringen  ist,  da  er  hinter  den  Namen 
ein  Fragezeichen  setzte.  Ich  bin  mehr  der  Ausicht,  dass  beim 
Kaffee  von  Anfang  an  zwei  getrennte  Samenanlagen  im  Frucht- 
fache  bestehen,  was  aus  dem  Vorhandensein  von  zwei  getrennten 


1)   Fiir  Litteraturangaben   vergleiche  man  die  sclione  Ziisammenstellung  der  Falle 
von  Polyembryonie  von  Ernst.  L.  c,  3,  63. 
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Samenhauten  um  die  beiden  Samen  gefolgert  werden  darf,  oder 
aber  die  Spaltung  der  Samenanlage  mûsste  schon  sehu  frûh- 
zeitig,  noch  vor  der  Bildung  der  einzigen  Integuments  geschehen 
sein.  Die  Entscheiduug  kann  nur  die  Entwicklungsgeschichte 
bringen.  Ich  liabe  dièse  Frage  besonders  ins  Auge  gefasst  imd 
werde  noch  weiter  versnchen,  hierûber  Klarheit  zu  bekommeu. 

Jedenfalls  geht  ans  Obengesagtem  deutlich  hervor,  dass  beim 
Kaffee  keine  echte,  sondern  iinechte  Polyembryonie  vorliegt,  imd 
es  richtiger  wilre,  in  Zukunft  von  unechten  polyembryonischen 
Samen  beira  Kaffee  zu  reden. 

Solche  unechte  Polyembryonie  fand  ich  bei  verschiedenen 
Ivaffee-arten,  so  ausser  bei  C.  arabica  noch  bei  C.  Uberica  und 
C.  Laurentii  (C.  robusta).  Hanausek  und  auch  Zimmermann  *) 
erwâhnen  sie  nur  fur  C.  arabica. 

EXPERIMENTELLE  UNTER8UCHUNGEN  ÛBER  BE- 
SÏÂUBUNG  UND  BEFRUCHTUNG  BEI  KAFFEE-ARTEN. 

Unsere  Kenutnisse  von  der  Bestâubung  der  Kaffeeblûte  weisen 
noch  manche  Lûcken  auf,  weshalb  ich  es  unternahm,  dièse 
Frage  nach  der  experimeutellen  Seite  hin  zu  prûfen. 

Die  einzigen  Forscher,  die  sich  etwas  mit  dem  Problem  der 
Bestâubung  beschâftigten,  waren  eigeutlich  nur  Burck  ^)  und 
Zimmermann  ^).  Burck  hat  in  seiuer  Arbeit  kurz  einiges  ùber 
die  Bestâubung  von  C.  arabica,  C.  Uberica  und  C.  bengalensis 
mitgeteilt  und  Zimmermann  stellte  hierûber  einige  Versuche  an, 
die  er  aber  nicht  in  der  Lage  war  fortzusetzen.  Es  wird  zweck- 
mâssig  sein,  zuerst  das  Résultat  der  Untersuchung  Bcrcks  und 
Zimmermanns  hier  testzustellen,  worauf  ich  mich  dauu  uber 
meine  Untersuchungen  âusseru  werde. 

Die  Untersuchungen  von  Zimmermann  haben  gezeigt,  dass  sich 


1)  Eenige   pathologische   eu  physiologische  waarnemingen  over  koffie.   —   Mededee- 
lingen  uit  's  Lands  Plantentuin,  LXVII,  1904,  S.  84. 

2)  Sur   l'organisation    florale   chez  quelques  Rubiacées.   —   Ann.  d.  Jard.  Botan.  d. 
Buitenzorg,   Vol.  IV,  1884. 

3)  L.  c.  S.  96. 
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die  Blûten  von  C.  Uberica  sclion  im  Knospenzustand  autogam 
bestaiiben.  Weiter  ging  ans  seinen  Versnchen  hervor,  dass  die 
Antheren  nnd  die  Pollenkôrner  durcli  Wasser  nnd  fenchte  Lnft 
nicht  gesclîâdigt  werden  und  der  Pollen  sogar  in  Wasser  sehr 
schôn  keimt. 

BuRCK  maclite  auf  einen  Unterschied  in  der  Lange  der  Griffel 
an  Blûten  von  C.  arabica  aufmerksam  und  betonte,  dass  da- 
durch  sowolil  Autogamie  als  Xenogamie  vorkommen  kann. 

Dies  ist  eigentlich  ailes,  wâs  bis  jetzt  ûber  die  Bestâubung 
der  Kaifeeblûte  bekannt  geworden  ist. 

Bevor  ich  niin  zu  meinen  eigenen  Untersuchungen  ùbergehe, 
dùrfte  es  nicht  ûberflùssig  sein,  noch  kurz  auf  den  normalen 
Bau  der  Kaffeeblûte  hin  zu  weisen. 

Die  Kaffeeblûte  hat  einen  kleinen,  rudimentâren  Kelch  und 
eine  verwachsene  Blûtenkrone,  die  nach  unten  hin  eine  Eôhre 
bildet  und  nach  oben  in  5  breite  Kronlappeu  endet.  Die  An- 
theren, welche  mit  den  Kronzipfeln  abwechseln,  sind  ebenfals 
in  der  Fûnfzahl  vorhanden  und  unten  mit  der  Blûtenrôhre  ver- 
wachsen.  Der  Fruchtknoten  besitzt  einen  Griffel,  der  oben  in 
einer  zweilappigeu  Narbe  endet,  und  weist  an  seinem  oberen 
Rande  einen  Discus  auf. 

Wie  ZiMMERMANN  gezeigt  hat,  kônnen  bei  Blûten  des  Liheria- 
Kaffee's  Pollen  ohne  Hûlfe  von  Wind  oder  Insekten  auf  die 
Narbe  kommen  und  zwar  dadurch,  dass  sich  die  beiden  hori- 
zontal umgebogenen  Narbenlappen  in  der  Knospe  schon  mit 
den  bereits  geôffueten  Antherenfâchern  berûhren.  TJntersucht 
man  z.  B.  eine  Blute  des  Liber ia-^'d^^Qo'^  einige  Stunden  vor 
dem  Erblûhen,  so  findet  man  stets  zahlreiche  Pollenkôrner  auf 
den  Narbenlappen  ;  meist  sind  schon  einzelne  Kôrner  gekeimt 
und  haben  ihre  Keimschlauche  zwischen  die  Narbenpapillen 
wachsen  lassen.  Ich  habe  etwa  78  Blûten  untersucht  und  nur 
in  8  Fallen  gefunden,  dass  in  der  Knospe  noch  keine  Bestâu- 
bung stattgefunden  batte.  Man  ist  also  berechtigt,  anzunehmen, 
dass  die  Zz'ôma-Blûte  sich  bereits  im  Knospenzustand  bestâubt. 
Hiermit  ist  aber  die  Frage  nach  der  Bestâubung  bei  C.  Uberica 
noch   lange   nicht  gelôst,  denn  weitere  Uutersuchuna'eu  zeicren 
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bald,  dass  die  Bestaubiingsverhâltnisse  nicht  so  einfache  sind.  Zahl- 
reiche  experimentelle  Bestaiibungsversuche  haben  mir  gezeigt, 
dass,  oliwolil  sicli  die  Blute  scliou  im  Knospenzustand  bestaubt, 
niclit  imraer  eine  Selbstbefruchtung  stattfiudet. 

Es  wurde  oben  betont,  dass  beim  Offnen  der  Blute  schon 
Pollenkôrner  an  den  Narbeapapillen  kleben  und  einige  von 
ihnen  bereits  Schlâuche  getiieben  haben.  Bleibt  die  Blute  nun 
sich  selbst  ûberlassen  so  wachsen  die  Keimschlâuche  durch  den 
Griffel  weiter  und  befruchten  die  beiden  Eizelleu.  Eine  solche 
Autogamie  findet  statt,  wenn  sich  auf  der  Narbe  nur  eigene 
Pollenkôrner  befinden. 

Konimt  dagegen  Pollen  einer  anderen  Blute  auf  die  Narbe, 
so  hangt  das  Zustandekommen  einer  Selbst-  oder  Fremdbefruch- 
tung  ganz  von  der  Zeit  ab,  in  der  der  fremde  Pollen  auf  die 
Narbe  fâllt.  Erfolgt  z.  B.  frùh  morgens,  kurz  uach  dem  Er- 
blûhen,  eine  Fremdbesîâubung,  so  findet  eine  Fremdbefruchtung 
statt,  weil  die  Keimschlâuche  der  fremden  Pollenkôrner  viel 
schneller  durch  den  Griffel  wachsen  als  die  der  eigenen  und 
die  Schlâuche  des  fremden  Pollens  viel  frûher  bei  den  Eizellen 
ankommen.  Fallen  dagegen  fremde  Pollenkôrner  viel  spâter  auf 
die  Narbe  als  die  eigenen,  so  werden  die  Schlâuche  der  frem- 
den Pollenkôrner  trotz  ihrem  schnelleren  Wachstum  die  eigenen 
doch  nicht  mehr  einholen,  sodass  eine  Selbstbefruchtung  eintritt  '). 

Bevor  ich  auf  die  Bestâubung  und  Befruchtung  des  Liberia- 
Kaffee's  weiter  eingehe,  môchte  ich  mich  ilber  meine  Unter- 
suchung,  dass  fremder  Pollen  viel  schneller  eine  Befruchtung 
zu  stande  bringt  als  eigener,  âusseru. 

Beim  Studium  der  Keimung  und  des  Wachstums  der  Pollen- 
schlâuche  innerhalb  des  GrifiFels  fiel  es  mir  auf,  dass  die  Keim- 
schlâuche viel  ùppiger  auf  Narben  fremder  Blûten  als  auf  ihren 
eigenen  wachsen.  Leider  war  das  Wachstum  nicht  lange  zu 
verfolgen,  da  sofort  nach  dem  Eindringen  in  das  Grifi'elgewebe 
der   Keimschlâuch  nicht  mehr  weiter  zu  beobachten  war  ohne 


1)  In  den  meisten  Fallen  wird  der  fremde  Pollen,  wenn  er  spâter  auf  die  Narbe 
fâllt,  uberhaupt  nicht  mehr  keimen,  weil,  wie  ich  spâter  noch  genau  anfiihren  werde, 
die  Narbenpapillen  ziemlich  schnell  vertrocknen. 
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den  Griffel  zu  zerschneiden,  was  dann  meist  auch  eîne  Verlet- 
zung  des  Keimschlanches  zur  Folge  hat.  Ich  siicbte  deshalb 
zuerst  nach  einer  Méthode,  das  Wachstum  der  in  das  Griffel- 
gevvebe  eingedrungeneD  Kelrnschltluche  zu  studieren,  ohne  den 
Griffel  zerschneiden  zu  mûssen.  Dies  gelang,  wenu  ich  den 
Griffel  zuerst  einige  Zeit  in  Miichsâure  aufhellte  und  ihn  dann 
auf  einige  Minuten  in  Wollblau  oder  auch  eine  verdûnnte  Me- 
thylenblaulôsung  brachte. 

Auf  dièse  Weise  war  es  môglich  an  einer  grôsseren  Anzahl 
von  Griffeln  folgende  Untersuchungen  anzustellen  : 

Blûten  von  C.  liberica,  deren  Erblûhen  an  nâchsten  Tage 
erfolgen  sollte,  warden  kastriert,  d.  h.  der  Blûtenkrone  mit  den 
Antheren  beraubt,  sodass  nur  der  Griffel  ùbrig  blieb,  und  in 
Papierdûten  abgeschlossen,  um  sie  vor  unerwûnschter  Bestâu- 
bung  zu  schûtzen.  Die  abgeschnittenen  Antheren,  die  von  mir 
in  kleinen  etwas  feucht  gehaltenen  Glâschen  aufbewahrt  wurden, 
ôffneten  sich  am  nâchsten  Morgen,  hâufig  auch  schon  etwas 
frûher.  Am  nâchsten  Morgen  erfolgte  dann  eine  kûnstliche  Selbst- 
bestâubung,  indem  ich  die  geôffneten  Antheren  auf  die  Narben 
der  kastrierten  Blûten  rieb  und  die  auf  dièse  Weise  bestâub- 
ten  Blûten  w^ieder  mit  Papierdûten  abschloss.  Spâter  wurden 
Narben  von  kastrierten  Blûten  mit  Pollen  von  anderen  Blûten 
derselben  Pflanze,  andere  mit  Pollen  von  anderen  Individuen  der- 
selben  Art  und  noch  andere  mit  Pollen  von  weiteren  Kaffee- 
Arten  bestaubt.  Vierundzwanzig  Stunden  nach  der  Bestaubung 
erfolgte  ira  Laboratorium  auf  die  oben  beschriebene  Weise, 
die  Untersuchung  der  abgeschnittenen  Griffel,  welche  ergab, 
dass  die  Keimsehlauche  der  Pollen  fremder  Blûten  viel  weiter 
in  das  Gewebe  des  Griffels  eingedrungen  waren  als  die  der 
eigenen.  Dabei  konnte  ein  Unterschied  in  der  Wachstumsge- 
schwindigkeit  von  Pollen  anderer  Blûten  derselben  Pflanze  und 
der  von  anderen  Individuen  und  anderen  Arten  nicht  gefunden 
werden.  Es  war  nun  auch  notwendig,  zu  untersuchen,  ob  die 
Keimschlâuche  der  fremden  Pollen  auch  eine  frûhere  Be- 
fruchtung  erwirkten  als  die  der  eigenen.  Hierfûr  schnitt  ich 
in  Zeitraumen  von  24  Stunden  die  Fruchtknoten  der  bestaubten, 


109 

kastrierten  Blûteii  ab  und  fixierte  sie,  wonach  die  Untersuchutig 
dev  diirch  Mikrotom  geschnittenen  und  dann  gefârbten  Prâpa- 
rate  vor  sich  gehen  konnte.  Dièse  Untersuchung  ergab,  dass 
der  fremde  Pollen  schnellei'  eine  Befruihtung  zn  Stande  bringt, 
als  der  eigeue. 

Tabelle  I  dient  zur  Veranschaulichung  des  Vorbeschriebenen. 


Tabelle   I. 

Autogame  Bestdubung. 

Baum   N".    15a,    am    12    Mai   dicht   besetzt   mit   zahlreichen 
grossen  Blutenknospen,  die  sich  am  nâchsten  Tage  ôffneten. 


13  Mai 

1 4  Mai 

15  Mai 

16  Mai 

17  Mai 

18  Mai 

19  Mai 

Résultat  der 
mikroskopischen 
Untersuchung 

5    Bliiten     morgens 
\1  Uhr  bestaubt 

fixiert 

desgl.     7     Uhr     be- 
staubt   

fixiert 

desgl.    74    Uhr    be- 
stiiubt     .      ... 

fixieit 

" 

desgl.     8     Uhr     be- 
staubt   

fixiert 

desgl.    8è    Uhr    be- 
staubt   ,  . 

fixiert 

fixiert 

1  Sannenknospebe- 
fruchtet,  bei  3 
andere  PoUen- 
schliiuche  in  der 
Mikropyle  wahr- 
nehmbar. 

4  Samenknospen 
befruchtet,  bei 
einer  Follen- 
schlauche  in  der 
Mikropyle  vor- 
handen. 

desgl.     9     Uhr    be- 
staubt   

Siehe  Tabelle  II,  Seite  110. 

Hieraus  gelit  hervor,  dass  die  Selbstbefruchtung  erst  5  oder 
6  Tage  nach  der  autogamen,  die  Kreuzbefruchtang  schon  3  oder 
4  Tage  nach  der  xenogamen  Bestâubung  stattfindet.  Es  ist  ein- 
leuchtend,    dass   nicht    immer   prâzise   gesagt  werden  darf,  die 
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Tabelle   IL 

Xenogame  Bestduhung. 

Baum  22,  am  25  Mai  mit  zalilreichen  grossen  Blùtenknospen 
dicht  besetzt,  die  sich  am  nâchsten  Tage  ôffneteu. 


26  Mai 

27  Mai 

28  Mai 

29  Mai 

30  Mei 

Résultat  der 
mikroskopischen 
Untersuchung. 

5    Bltiten    morgens    \1 

Uhr   bestaubt 

desgl.    7   Uhr   bestaubt 
desgl.  7§  Uhr  bestiiubt 

desgl.   8    Uhr  bestaubt 

fixiert 

fixiert 

fixiert 

fixiert 

Keine  Befruchtung. 

2  Samenknospen  be- 
fruchtet,  bei  3  ande- 
ren  PoUenschlâuche 
in  der  Mikropyle 
vorhanden. 

aile  Samenknospen  be- 
fruchtet. 

Selbstbefruchtung  findet  nach  6  und  die  Kreuzbefruchtung  nach 
4  Tagen  statt;  es  kommen  immer  kleine  Schwankimgen  vor, 
die  von  der  individuellen  Verschiedenheit  der  Blûten  bedingt 
werden.  Immerhin  ist  das  Duvchschnittsresultat  einer  grossen 
Reihe  von  Beobachtungen,  dass  die  Keimschltluclie  der  fremden 
Pollen  ungefâhr  doppelt  so  schnell  dnrch  den  Griffel  wachsen 
und  bei  der  Eizelle  ankommen,  als  die  der  eigenen  Pollen. 
Hieraus  kônnte  man  vielleicht  folgern,  eine  Fremdbef'ruchtung 
kommt  zu  Stande,  v^enn  der  fremde  Pollen  z.  B.  2  Tage  nach 
dem  Ôffnen  der  Blute  auf  die  Narbe  fâllt  ;  dies  ist  aber  niemals 
mit  Sicherheit  zu  sagen  und  sogar  in  den  meisten  Fâllen  direkt 
zu  verneinen.  Die  schon  in  der  Knospe  eine  kleberige  Flûssig- 
keit  absondernden  Narbenpapillen  vertrocknen,  wie  ich  micli 
ûberzeugen  konnte,  ziemlich  schnell  mit  der  Folge,  dass  die 
PoUenkôrner  nicht  mehr  keimen.  Das  Vertrocknen  der  Narben- 
papillen geschieht  nun  bei  der  einen  Blute  schneller  als  bei  der 
anderen;  solche  individuellen  Unterschiede  kommen  sogar  bei 
Blûten   ein   und   derselben   Pflanze   vor,   weshalb  es  unmôglich 
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ist,   die   Grenze  der  Keimungsmôglichkeit  oder  -iinmôglichkeit 
zu  konstatieren. 

Aiisser  aus  dem  vorhin  genannten  Grande  wird  eine  Kreuz- 
bestanbuDg  lange  nach  dem  Ôffnen  der  Blute  bel  Libena-KEiïïee 
schon  deshalb  verhindert,  weil  die  meisten  Blûten  bald  nach  dem 
Erblùhen  ihre  Krone  abwerfen  und  somit  eins  der  wichtigsten. 
fur  die  Insekten  berechueten  Lockmittel  verlieren. 

Die  oben  beschriebenen  Versuche  zeigeu,  dass  die  Liberia- 
Blûte,  trotz  ihrer  regelmassigen  Selbstbestaubung,  eiuer  Fremd- 
bestâiibung  deu  Vorzug  gibt.  Fur  dièse  auf  deu  ersten  Blick 
etwas  paradoxe  Behauptung  glaube  ich  eine  Erklârung  zu  haben, 
die  vielleicbt  der  Wahrheit  nahe  kommen  dûrfte. 

Die  Liberia-^XHiQ  war,  nach  ihrer  ganzen  Organisation  zu 
urteilen,  urspriinglich  wahrscheinlich  nur  fur  xenogame  Be- 
stâubung  eingerichtet.  Vermutlich  ist  die  Bestâubung  durch 
Insekten  nicht  so  sicher  gewesen,  um  eine  ausreichende  Nach- 
kommenschaft  zu  liefern,  weshalb  langsanierhand  kleine  Ân- 
derungen  in  der  Organisation  entstanden,  die  schliesslich  eine 
Selbstbestaubung  ermôglichten.  Es  ist  nicht  ausgeschlossen,  dass 
die  Libéria  in  ihrem  Vaterland  noch  jetzt  ganz  auf  Kreuzbe- 
stâubung  eingerichtet  ist  und  die  Blûten  dort  noch  gar  keine 
Einrichtungen  zu  einer  Selbstbestaubung  aufweisen,  was  be-. 
kanntlich  von  verschiedenen  âusseren  Eaktoren,  wie  dem  Vor- 
kommen  von  bestimmten  Insekten,  Klima  etc.  abhângt.  Unter 
den  Rubiaceen  kommen  âhnliche  Fâlle  vor,  wo  sich  urspriing- 
lich ganz  auf  Insektenbesuch  eingerichtete  Blûten  spâter  mehr 
und  mehr  der  Selbstbestaubung  anpassten  und  sogar  soweit 
verânderten,  dass  sie  sich  schon  im  Knospenzustand  bestâuben 
und  abfallen.  Ich  erinnere  hier  nur  an  die  Blûten  von  Myr- 
mecodia  '). 


1)  Anschliessend  môchte  ich  hier  bemerken,  dass  von  Burck  Myrmecodia  als  kon- 
stant  kleistogam  betrachtet  wird.  Der  Beweis  ist  aber  von  Burck  niemals  erbracht 
worden,  dass  die  Bliiten  nur  durch  ihren  eigenen  Pollen  befruchtet  werden  kônnen. 
Solange  dies  nicht  bewiesen  ist,  wâre  es  vielleicbt  besser,  mit  Ule  von  kleistopetalen 
Blûten  zu  sprechen.  Vergl.  hierzu  die  Arbeits  Burck's,  Ueber  Kleistogamie  im  weite- 
ren  Sinne  und  das  Knight-Darwinsche  Gesetz.  —  Ann.  d.  Jard.  Bot.  de  Buitenzoïg, 
Vol.  VIII,  1890. 
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Die  Fâlle,  wo  deutlich  zur  Kreuzbestâiibung  eingerichtete 
Insektenblûten  durch  klimatische  Verhaltnisse  ûbergegangeu 
sind,  sicli  autogam  in  der  Knospe  zu  bestâuben,  kommen  nicht 
selten  vor.  So  fûhrt  Warming  ^)  ein  lehrreiches  Beispiel  einer 
autogam  in  der  Knospe  bestâubten  und  dann  nachtrâglich 
sich  ôffnenden  Blute  in  Grônland  an,  nâmlich  von  der  dort 
heimischen  Campanula  unijiora.  Sonst  existiert  bei  Campanuïa- 
Arten  Proterandrie.  Wahrscheinlich  ist  dieser  Wechsel  in  der 
Bestaubungseinrichtung  mit  den  Lebensbedingungen  im  hohen 
Norden  in  Zusammenhang  zu  briugen.  Ob  sie  aber  mit  der 
Insektenarmut  in  Grônland  in  Verband  steht,  wie  Warming 
dies  mit  Vorbehalt  anniramt,  ist  nocli  zweifelhaft.  Auf  dièse 
Weise  lasst  sich  vielleicht  auch  die  Pseudokleistogamie  der 
Liberia-hlûte  erklâren.  Eine  diesbezûgliclie  in  der  Heimat  des 
Liberia-hà&ei'S  vorzunehmende  Untersuchung  dûrfte  mehr  Klar- 
heit  verschaffen. 

Die  Frage,  wesbalb  die  Keimschlauche  der  eigenen  Pollen 
nicht  so  gut  im  Grifïelgewebe  wachsen,  ist  natûrlich  schwer  zu 
beantworten,  und  kônnen  wir  hierûber  nur  Vermuten  hegen. 
Strasburger  2)  stellt  sich  die  Sache  so  vor,  dass  die  Individual- 
stoffe  des  Leitgewebes,  vi^enn  sie  im  Polleukorn  mit  ihresglei- 
chen  zusammentreffen,  in  zu  grossen  Quanti tilten  vorhanden 
sind  und  das  Maximum  ûberschreiten,  dass  der  Pollen  ertragen 
kann.  Wâhrend  vStrasburger  also  den  eigenen  individuellen  Stof- 
fen  die  Bedeutung  von  wachstumhemmenden  Giften  beilegt, 
betrachtet  Jost  ^)  sie  als  gleichgùltige  Stoffe  und  nimmt  an, 
dass  die  individuellen  Stoffe  einer  anderen  Blute  wachstuman- 
regende  Stimulantia  sind.  Man  wird  sich  z.  B.  vorstellen  kôn- 
nen, dass  die  Pollenschlauche  dieselben  individuellen  Stoffe  be- 
sitzen  wie  das  Leitgewebe  der  gleichen  Blûten,  und  nur  dann 
zu  lebhaften  Wachstum  angeregt  werden,  wenn  andersartige 
individuelle  Stofïe  in  sie  eindringen. 


1)  Om     Bysningen    og    den    formodede    Bestôvningsmaade    af   nogle    giônlandske 
Blomster.  —  Kjobenhavn  1886.  S.  52—53. 

2)  Ueber  fremdartige  Bestiiubung.  —  Jaliib.  f.   Wi.ss.  Botan.,  Bd.  17,  188G,  S.  50. 

3)  Ueber  die  Selbststeiilitiit  eiriiger  Bluten.   —  Botan.  Ztg.,  .lahrg.  65, 1907,  S.  ill. 
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JosT  sagt  f'erner  hierûber  „Welche  von  diesen  Anschauimgeu 
auch  zatreffen  mag,  soviel  ist  klar,  dass  die  Mannigfaltigkeit 
der  chemischen  Zusammensetzung  des  Leitgewebes  eine  uDge- 
heuer  viel  grôssere  sein  kann,  wenn  Qaalitatsdifferenzen  anstatt 
KonzentratiorisdiifereDzen  gegeben  sind.  Man  deake  nur  an  die 
FûUe  von  Isomeren,  die  eine  Znckerart  mit  vier  asynietrischen 
C-Atomen  aufweist,  und  man  wird  sich  sagen  mûssen,  dass 
schon  durch  Stereoisonierie  eines  complizierten  Eiweisstoffes 
Hunderte  und  Tausende  von  differenten  Kôrpern  entstehenen 
kônnen.  Nimmt  man  dann  noch  etwas  tiefer  eingreifende  Ver- 
ânderungen  im  Molekûl  eines  solchen  Kôrpers  vor,  so  steht 
man  tatsâchlich  einer  unbegrenzten  Menge  von  immer  noch 
sehr  nahe  verv^andten  Stofïen  gegenûber''  ^). 

Nachdem  hier  mitgeteilt  wurde,  dass  die  Blûten  der  Libéria 
neben  der  Selbstbestâubung  noch  eine  Fremdbestâubung  besitzen, 
mnss  die  Frage  beantwortet  werden,  ob  eine  solche  Fremdbe- 
stâubung in  der  Natur  hâufig  vorkomrat.  Zu  diesem  Zv^ecke 
stellte  ich  eine  grosse  Anzahl  von  Beobachtungen  an  und  bin 
dabei  zu  der  Anschauung  gekommen,  dass  die  Fremdbestâubung 
in  der  Natur  hâufiger  vorkommt,  als  allgemein  wohl  ange- 
nommen  wird.  Wer  eine  Pflanzung  mit  Wûhenden  Liberia-hd^^M- 
men  genau  betrachtet,  v^ird  finden,  das  zwar  die  Zahl  der  In- 
sekten  im  Verhâltniss  zur  der  grossen  Anzahl  von  geôffneten 
Blûten  sehr  gering  ist,  die  Insekten  aber  in  sehr  kurzer  Zeit 
eine  grosse  Anzahl  von  Blûten  nach  Honig  absuchen  und  dabei 
fremde  Pollen  auf  die  Narben  bringen.  Die  Bienen  z.  B.,  die 
man  in  einem  blûheuden  Liberia-(ij?ixiQn  ja  immer  beobachten 
kann,  sind  sehr  beweglich  und  halten  sich  nur  kurze  Zeit  bei 
einer  Blute  auf;  sie  fliegen  hin  und  her,  jetzt  auf  diesen  dann 
w^ieder  auf  jenen  Baum.  Um  ein  Begriif  zu  bekommen,  wieviel 
Blûten  von  Insekten  in  einer  bestimmten  Zeit  nach  Honig  ab- 
gesucht  werden,  habe  ich  versucht,  dièse  Menge  in  Zahlen  aus- 
zudrûcken.  Frûh  am  Morgen  zâhlte  ich  an  einer  Anzahl  Baume 
die   ebeu   geôfîneten    Blûten   und   notiertie   genau,  wieviel  von 

1)  Meine  Anschauung  ûber  diesen  Punkt  ist  ira  Kapitel  „Selbststenlitàt"  festgelegt 
worden. 

Ann.  Jard.  bot.  Buitenz.  2e  Sér.  Vol.  X.  8 
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diesen   durch   honigsuchende  Insekten  aufgesucbt  wurden.  Erst 
auf  dièse   Weise   war   es   môglich   genan  festzustellen,  wieviel 
Blûten  annâherend  in  eiuer  bestimmten  Zeit  mit  fremdev  Pollen 
bestâubt  werden  i).  Ich  lasse  bier  einige  Zahlen  folgen  : 
9  April. 

Baum   N".  8:  Morgens  frùb  8  Uhr,  48  Blûten  geôffnet;  von 
Insekten  in  15  Minuten  besucht:  32  Bliiten. 
25  April. 

Baum  N".  7a:  Morgens  frûh  8  Uhr,  72  Blûten  geôffnet;  von 
Insekten  in  25  Minuten  besucbt  :  48  Blûten. 
14  Mai. 

Baum  N*\    15:    Morgens   Frûh   8i    Uhr,  64  Blûten  geôffnet; 
von  Insekten  in  45  Minuten  besucbt:  52  Blûten. 
14  Mai. 

Baum  N".  18b:  Morgens  ^10  Uhr,  32  Blûten  geôffnet;  von 
Insekten  in  15  Minuten  besucht:  24  Blûten. 

Auf  Grund  meiner  Untersuchungen  auf  dem  Gebiete  der 
Bestâubung  und  Befruchtung  bei  C.  ïiberica  vermute  ich,  dass 
die  starke  Variabilitât  bei  dieser  Art  hauptsâchlich  die  Folge 
der  vielfachen  Fremdbefruchtung  ist. 

Im  Vorigen  war  schon  kurz  die  Rede  von  dem  schnellen 
Abfallen  der  Zz5ma-Blûten  kurz  nach  ihrem  Erôffnen,  was 
nach  BuRCK  die  Folge  einer  Befruchtung  ist.  Die  Untersuchung 
hat  aber  die  Unabhangigkeit  dieser  Erscheinang  von  der  Be- 
fruchtung hinreichend  gelehrt.  Es  wurde  eine  grosse  Anzahl 
Fruchtknoten  von  Blûten  untersucht,  deren  Kronen  kurz  nach 
dem  Erblûhen  abgefallen  waren ;  die  mikroskopische  Untersuchung 
ergab,  dass  in  keinem  Falle  eine  Befruchtung  stattgefunden 
hatte.  Ubrigens  war  dièses  Résultat  wohl  von  Vornherein  zu 
erwarten,  da,  wie  schon  oben  mitgeteilt,  die  Befruchtung  nicht 
so  kurz  nach  der  Bestâubung  eintritt.  Es  wâre  auch  gar  nicht 
zu  verstehen,  warum  die  Krone  allein  abfâllt  und  der  Griffel 
immer  noch  stehen  bleibt,  wâhrend  doch  nach  einer  wirklich 
stattgefundenen  Befruchtung  der  Griffel  vertrocknet  und  abfâllt. 


1)    Natiirlich    wurden   einigen   Insekten  daraufhin  untersucht,  ob  Pollenkorner  an 
ihrem  Korper  hafteten. 
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Die  Untersuchung  der  Griffe!  von  Blûten,  deren  Kronen  kurz 
nach  dem  Ôffnen  abgefallen  waren,  wies  in  den  stehengeblie- 
benen  Griffeln  Pollenschlâuche  nach,  sodass  das  schnelle  Abfallen 
der  Blûtenkronen  wahrscheinlich  mit  vollzogener  Bestâubnng 
zusammenhângt.  Dièse  findet,  wie  wir  gesehen  haben,  anf  jeden 
Fall  schon  in  der  Knospe  statt. 

Versuche,  dass  schnelle  Abfallen  der  Krone  dnrch  Verhin- 
derung  der  Bestâubung  zu  beinflussen,  hatten  kein  Résultat, 
was  aber  noch  nicht  beweist,  dass  dièse  Erscheinung  von  der 
stattgefundenen  Bestâubung  unabhângig  ist.  Die  inneren  corre- 
lativen  Vorgânge,  die  hier  jedenfalls  eine  grosse  Rolle  spielen, 
kônnen  in  zahllosen  Generationen  von  âusseren  Bedingungen 
dermassen  beeinflusst  sein,  dass  ein  plôtzlicher  Wechsel  dieser 
BedinguDgen  die  Vorgânge  wenig  umzugestalten  im  Stande  ist. 
In  einer  frùheren  Mitteilung  ^)  ûber  diesen  Gegenstand,  nannte 
ich  die  inneren  Bedingungen  autonom,  also  von  der  Aussenw^elt 
unabhângig.  Dieser  Ausdruck  „ autonom"  ist  wenig  giûcklich 
gewâhlt.  Bekanntlich  versteht  Pfeffer  ^)  unter  autonoraen  Er- 
scheinungen  solche,  die  auf  erblich  ûberkommenen,  inhârenten 
Eigenschaften  beruhen  und  durch  Verânderungen  in  den  Aus- 
senbedingungen  nicht  modifiziert  werden,  was  bei  den  aitiono- 
men  wohl  der  Fall  ist.  Mit  Recht  hebt  Klebs  •^)  hervor,  dass 
der  Begriflf  des  Autonomen  unzulânglich  ist  und  deshalb  nicht 
richtig,  weil  es  tatsâchlich  keinen  Vorgang  gibt,  der  nicht  durch 
die  Aussenwelt  verândert  werden  kônnte.  Die  Abhângigkeit 
ist  nur  je  nach  der  Spezies  in  sehr  verschiedenem  Grade  aus- 
gesprochen. 

Ûber  die  Bestâubung  der  anderen  Kaffee-Arten  ist  folgendes 
zu  sagen:  Wie  bei  C.  liherica  sind  auch  die  Blûten  der  anderen 
izôéri'a-âhulichen  Arten  eingerichtet,  also  C.  abeohiia,  C.  exelsa 
etc.,  bei  denen  ebenfalls  schon  eine  Selbstbestâubung  im  Knos- 
penzustand  stattfindet.  Auch  bei  diesen  Arten  wâchst  der 
fremde  Pollen  schneller  durch  den  Griffel  als  die  Keimschlâuche 


4)  Een  en  ander  over  de  biologie    der  koffiebloem.   Teysmamila,  N".  9,  1910. 

2)  Pflanzenphysiologie,  2  Aufl.,  Bd.  II,  Leipzig,  1901,  S.  161. 

3)  Ueber  Problème  der  Entwickelung.  —  Biolog.  Centralbl.,  Bd.  44,  1904,  S.  291. 
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der  eigeneiî,  wesbalb  daher  auch  in  der  Natur  hâufig  Fremd- 
bestaubung  zu  Stande  kommt. 

C.  Laurentii  {C.  rohista)  bat  im  Grunde  denselben  Bau  der 
Blute  wie  C.  liberica,  die  kleineren  Unterscbiede  in  der  Organi- 
sation aber,  die  erst  bei  uâherer  Untersuchung  auffallen,  sind 
fur  die  Bestâubung  von  grosser  Bedeutung. 

Selbstbestâubung  im  Knospenzustand  findet  bei  C.  Laurentii 
{C.  rohusta)  gar  nicbt  oder  selten  statt  und  zwar  aus  den  fol- 
genden  Grûnden: 

Die  Nai-benlappen  kommeu  in  der  Kuospe  wohl  mit  den  An- 
tberen  in  Berûhruug,  doch  sind  die  beiden  Lappen  dann  nocli 
geschlossen,  sodass  die  Pollenkôrner  nur  schwierig  auf  die  Nar- 
benpapillen  gelangen  kônnen.  Nach  dem  Erblûhen  sind  die 
beiden  Narbenlappen  geôffnet  und  wird  eine  Selbstbestâubung 
zu  Stande  kommen,  wenn  die  geôffneten  Antheren  mit  den 
Narbenlappen  in  Fûhlung  kommen. 

Ausser  dieser  Eigentûmlichkeit  der  Blute  sind  auch  grosse 
Unterscbiede  in  der  Lange  der  Griffel  zu  konstatieren.  An  einem 
und  demselben  Baume  kommen  sowohl  Blûten  mit  gleich  langen 
Antheren  und  Griffeln  als  auch  solche  vor,  deren  Griffel  viel 
langer  als  die  Antheren  sind.  Man  kônnte  hier  also  von  einer 
Art  Heterostylie  sprechen,  obwohl  die  Antheren  nicht  wie  bei 
der  wirklichen  Heterostylie  verschieden  lang  sind.  Ein  Unter- 
schied  in  der  Grosse  der  Pollenkôrner  der  Blûten  mit  kurzen 
und  mit  langen  Griffeln,  war  ebenso  wenig  zu  konstatieren. 

Unter  den  Rubiaceen  kommen  viele  Gattungen  mit  éditer 
Heterostylie  vor,  weshalb  es  mir  nicht  ausgeschlossen  erscheint, 
dass  sich  auch  unter  den  Coj^ea-AxtQn  langsam  echte  Hetero- 
stylie sich  entwickelen  kann,  sobald  sie  fur  die  Pflanze  von  Vor- 
teil  ist. 

Die  Blûten  von  C.  Laurentii  {C.  rohusta),  deren  Antheren  und 
Griffel  gleich  lang  sind,  kônnen  sich  nur  dann  selbst  bestâuben, 
wenn  die  Antheren  mit  den  Narbenlappen  in  Berûhrung  kom- 
men, was  nicht  selten  der  Fall  ist.  Bei  langgriffeligen  Blûten  kann 
nur  eine  Fremdbestâubung  stattfinden. 

Tn    Blûten    mit   langen  Gritfeln  bat  dièses  Organ  hilufîg  eine 


117 

eigentùmliclie  Knospenlage.  In  der  Knospe  ist  der  lange  Griffel 
zickzack-  oder  spiralartig  gedreht,  denn  nur  auf  dièse  Weise 
hat  er  in  der  Knospe  Platz.  Nach  dem  Erblûhen  streckt  sich 
der  Grriffel,  der  liereits  in  der  Knospe  seine  définitive  Lange 
erreicht  hat,  nnd  weist  nnr  mehr  kleine  Anzeichen  seiner  ein- 
stigen  knospenlage  auf. 

Ein  Rûckblick  ùber  die  verschiedenen  Methoden,  mit  deren 
Hûlfe  die  Blute  von  C.  Laurentii  {C.  rohusta)  eine  Selbstbestâu- 
bung  verhindert,  macht  es  erklârlich  dass  in  der  Natur  bei 
dieser  Art  liauptsâchlich  eine  Fremdbestâubung  in  Frage  kommt. 

Die  grosse  Anzahl  von  Blùten  bei  C.  Laurentii  {C.  robusta), 
die  dicht  gedrangt  zusammensitzen,  macht  die  Arbeit  des  Ho- 
nigsuchens  und  damit  auch  die  Fremdbestâubung  ausserordent- 
lich  leicht. 

Auf  die  oben  beschriebene  Weise  findet  auch  die  Bestâubnng 
bei  den  anderen  zu  der  Gruppe  von  C.  Laurentii  gehôrenden 
Arten,  also  bei  C.  Uganda,  C.  canephora  etc.,  statt. 

Eine  Ausnahme  scheint  dagegen  C.  quillouensis  zu  machen, 
bei  der  ein  grosser  Unterschied  in  der  Lange  der  Griffel  bei 
den  einzelnen  Blûten  eines  Baumes  nicht  gefunden  werden 
konnte.  Dagegen  waren  an  den  untersuchten  Bâumen  Blûten 
von  verschiedener  Grosse  vorhanden.  Ich  fand  Blûten,  die  sich 
sicher  selbst  bestâuben,  da  ihre  Antheren  konstant  ûber  die 
Narben  gebogen  waren,  sodass  Pollen  leicht  auf  die  Narben- 
lappen  fallen  konnte.  Auch  bei  den  grossen  Blûten  kann  eine 
Selbstbestâubung  leichter  eintreten  als  bei  den  Blûten  der  C. 
Laui^entii  {C.  robusta),  da,  wie  ich  michûberzeugte,  die  Antheren 
leicht  mit  den  Narben  in  Berûhrung  kommen.  Ob  dièse  Merk- 
male  der  Blûten  aber  konstant  fur  dièse  Art  sind,  will  ich 
nicht  behaupten. 


PHYSIOLOGISCHE  VERSUCHE  Aî^  POLLENKÔRNERN. 

Ûber  Keimung  und  Lebensdauer  der  Pollenkôrner  des  Kaffee- 
baumes  sind  in  der  Litteratur  fast  gar  keine  Angaben  vorhan- 
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clen.  Nur  Zimmermann  ^)  giebt  einige  kurze  fragmentarische 
Notizen  ûber  clen  Einfluss  von  âiisseren  Faktoren  auf  die  Kei- 
miing  und  Lebensda.uer  der  Pollenkôrner,  betont  aber  gleich- 
zeitig  schon  die  Notwendigkeit  eingehender  Untersuchungen 
auf  diesem  Gebiete.  Dièse  Grûnde  haben  micli  veranlasst  der 
Frage  der  Keirnung  und  Lebensdauer  der  Pollenkôrner  nâher 
zu  treten. 

a.   Ûber  die  Keimung  der  Pollenkôrner  und  das  Wachstum 
der  Keimschlâuclie  in  kûnstlicher  Nalirlôsung. 

Die  von  de  Jussieu  und  Needham  ausgesprochene  Ansicht, 
von  der  Schadliclikeit  des  Wassers  fur  die  Pollenkôrner  der 
Pflanzen,  wurde  bereits  von  van  Tieghem^)  wiederlegt,  der  naeh- 
wies,  dass  es  eine  grosse  Anzahl  von  Pflanzen  gibt,  deren  Pollen- 
kôrner nicht  allein  in  Wasser  niclit  platzen,  sondern  sogar  nor- 
malerweise  Keimschlâuche  bilden.  Spâter  hatdann  Rittinghaus  ^) 
die  Widerstandsfahigkeit  des  Pollens  gegen  âussere  Einflûsse 
eingehend  behandelt. 

Es  war  mir  nun  zunachst  darum  zu  tun,  die  Pollenkôrner 
der  Kaffee-Arten  auf  ihre  Keimfâhigkeit  hin  in  verscliiedenen 
Medien  zu  untersuchen. 

Zimmermann  berichtet,  dass  nach  seinen  Erfahrungen  die  Pollen- 
kôrner von  C.  liberica  in  Regenwasser  gut  keimen  und  schône 
Schlauche  treiben,  dièse  allerdings  kraftiger  wachsen,  wenn  zu 
dera  Wasser  ein  Stûckchen  der  Narbe  gefûgt  wurde,  was  be- 
sonders  der  Fall  ist,  wenn  statt  Regen-  destilliertes  Wasser 
in  Anwendung  kam.  Dièse  Angaben  von  Zimmermann  kann  ich 
bestâtigen. 

Ausser  Wasser  habe  ich  dann  noch  die  verschiedensten  Me- 
dien untersucht,  um  zu  sehen  wie  sich  die  Keimung  der  Pol- 
lenkôrner verhâlt.  Die  Erfahrungen  dieser  Untersuchungen  waren 


1)  L.  c.  s.  97. 

2)  Recherches  physiologiques   sur  la   végétation  libre  du   pollen  et  de  l'ovule.  — 
Ann.  d.  Se.  nat.,  Bot.,  5  Sér..  t.  XII,  1872. 

3)  Ueber  die  Wiederstandsfahigkeit  des  Pollens  gegen  i'iussere  Einfliisse.  Inaugural- 
Dissertation,  Bonn  1878. 
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mir  spâter  bei  der  Prûfimg  der  Frage  nach  der  Lebensfâhigkeit 
von  grosse  m  Wert. 

Rohrzucker : 

In  Rolirzuckerlôsung  keimen  die  Pollenkôrner  der  verschie- 
denen  Kaffee-Arten  sehr  gut;  eioen  Unterschied  in  der  Keiin- 
fâhigkeit  der  einzelnen  Arten  habe  ich  nicht  konstatieren 
kônnen.  Stets  wurde  fur  die  Lôsung  destilliertes  Wasser  ge- 
nommeu  und  die  Kulturen  in  fenchter  Kammer  angesetzt. 
Gewôhnlicli  beginnt  die  Keimung  in  den  Zuckerlôsungen  sclion 
innerlialb  einer  lialben  Stunde.  Der  Konzentrationsgrad,  in 
welchem  die  Pollenkôrner  noch  zur  Keimung  gelangen,  liegt 
etwa  bei  40  und  4:5°/o,  wâhrend  der  optimale  bei  20  7o  liegt. 
Beim  optimaleu  Konzentrationsgrad  wachsen  die  Sclilauclie  sehr 
schnell  und  erreichen  auch  bald  ihre  grôsste  Lange,  wahrend 
die  Keimung  bei  liôherer  Konzentration  der  Zuckerlôsung  immer 
spater  eintritt  und  die  Schlâuclie  kûrzerbleiben.  Bei  40  °/o  Lôsung 
tritt  die  Keimung  erst  nach  mehreren  Stunden  ein  und  die 
Sclilauche  bleiben  sehr  kurz  und  sind  obendrein  stark  ge- 
krûmmt;  das  Plasma  weist  ein  krankhaftes  schaumiges  Aus- 
sehen  auf. 

Ein  Unterschied  in  der  Keimungsgeschwindigkeit  an  im 
Licht  oder  im  Dunklen  aufbewahrten  Pollenkôrnern  in  den 
Lôsungen  war  nicht  zu  beobachten. 

Kultur  auf  festen  Nâhrbôden. 

Bekanntlich  wird  das  Wachstum  und  die  Keimung  der  Pol- 
lenkôrner in  tiefen  Flûssigkeiten  sehr  behindert,  wahrscheinlich 
weil  den  Kôrnern  zu  wenig  Sauerstoff  zur  Verfûgung  steht. 
Bereits  Kny  ')  fand,  dass  ein  Zusatz  von  Gélatine  und  Mangin^) 
dass  Agar-Agar  die  Keimung  und  das  Wachstum  sehr  fôrderten. 
Auf  dièse  Weise  ging  man  dazu  ûber,  die  Keimung  auf  festen 
Nâhrbôden  zu  studiereu,  was  natûrlich  die  Beobachtung  sehr 
erleichterte.   Gélatine   als   Zusatz  zur  Zuckerlôsung  kommt  fur 


1)   Sitzungsberichte    des    Botan.    Ver.    der    Prov.    Brandenburg,    XXIII,   Sitz.   von 
12  Juli  1881. 

2j  Recherches  sur  le  pollen.  Bull,  de  la  Soc.  Botan.  de  France,  t.  XXXIII,  1886,  S.  337. 


120 

die  Tropen  natûrlich  nicht  in  Betracht,  dagegen  erwies  sicli 
Agar  Agar  als  ein  vorzngliches  Mittel,  die  PoUenkeimimg  auf 
festen  Nahrbôden  zu  studieren.  Die  Versuche  mit  durch  Agar 
festgemachteo  Lôsungen  wurden  in  derselben  Weise  durchge- 
fûhrt,  wie  Jost  i)  dies  fur  seine  Versuche  mit  Pollenkôrnern 
beschrieben  hat: 

„Alle  Versuche  mit  durch  Agar  festgemachten  Lôsungen 
wnrden  in  der  Weise  durchgefûhrt,  dass  die  Kulturtropfen  in 
einer  Ausdehnung  von  etwa  4  cm.  auf  lange  Objekttrager  ge- 
geben  wurden,  worauf  dann  quer  dnrch  die  Mitte  des  erstarrten 
Tropfens  mit  der  Platinôse  ein  Impfstrich  mit  Pollen  gemacht 
wurde.  Dann  kamen  die  Objekttrager  in  eine  feuchte  Kammer. 
Das  Wachstum  ist  unter  diesen  Bedingungen  bequem  mit 
blossem  Auge  und  mit  dem  Massstab  zu  verfolgen."  Dièse 
Méthode  hat  mir  bei  meinen  Untersuchungen  sehr  gnte  Dienste 
geleistet. 

Bei  dieser  Versuchsanstellung  handelte  es  sich  zunâchst  darum 
die  Konzentration  des  A  gars  zu  erraitteln.  Hierbei  ergab  sich, 
dass  ein  1 7o  Agar-zusatz  zur  Zuckerlôsung  am  vorteilhaftesten 
ist.  Die  optimale  Konzentration  des  Zuckers  bei  diesen  festen 
Nahrbôden  liegt  bei  20° j^. 

Uni  zu  sehen,  ob  andere  Kohlenhydrate  als  der  Rohrzucker, 
denselben  gûnstigen  Einfluss  auf  die  Keimung  und  das  Wachs- 
tnm  der  Pollenkôrner  ausùben,  probierte  ich  nacheinander 
Traubenzucker,  Milchzucker,  Dextrose  und  Arabinose,  mit  dem 
Résultat,  dass  der  Traubenzucker  fast  deu  gleichen  Einfluss 
auszuûben  scheint  als  der  Rohrzucker,  wâhrend  die  anderen 
Kohlenhydrate,  weit  hinter  ihnen  zurùckbleiben.  Nun  ist  es 
aber  noch  iramer  môglich,  dass  dièse  schlechtere  Keimung  auf 
das  Conto  der  beliebigen  Konzentration  der  in  Anwendung  ge- 
kommenen  Kohlenhydrate  zu  setzen  wâre.  Darum  wurde  mit 
Milchzucker  ein  Versuch  mit  verschiedenen  Konzentrationen 
durchgefùhrt;  es  kamen  zur  Verwendung  Konzentrationen  von 
10,   5,    2},,    1,    },,   0,25 7o  mit    17o   Agar,   wahrend  gleichzeitig 

1)  L.  c,  s.  101. 
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Kontrollversiiche  mit  Rohrzucker  angestellt  wurden.  Es  zeigte 
sich  dabei,  dass  bei  25°/o  Milchzucker  die  Schlaache  am  lâng- 
steu  wurden,  ihre  Lange  aber  doch  nicht  mit  denjenigen  auf 
2^  %  Rohrzucker  mit  1  °/o  Agar  zu  vergleichen  war. 

Kalisalpeter  : 

0.1  7o  Lôsung  schien  bereits  fur  die  PoUenkôrner  sehr  schâd- 
licli  zu  sein.  Es  keimten  sehr  wenig  Kôrner  und  die  meisten 
platzteu  sclion  nach  einigen  Stunden.  Schwâchere  Konzentra- 
tionen  erwiesen  sich  auch  als  giftig,  obwohl  z.  B.  in  einer 
0.01°/^  Lôsung  etwa  eine  Keimung  von  10°/o  zu  konstatieren 
war.  Ein  Platzen  der  Kôrner  konnte  nach  11  Stunden  noch 
nicht  beobachtet  werden,  die  Kôrner  w^aren  dagegen  bereits 
aile  dunkelbraun  gefârbt. 

Kochsalz  : 

In  einer  0.1 7o  Lôsung  keimten  die  PoUenkôrner  noch  ver- 
haltnissmâssig  gut;  bei  einer  Konzentration  von  0.2  °/o  konnte 
aber  schon  Platzen  der  Kôrner  konstatiert  werden. 

Organische  Sâuren: 

MoLiscH  1)  gibt  fur  gewisse  Pollenarten  an,  dass  sie  durch 
organische  Sauren,  besonders  Âpfelsaure,  zum  Keimen  angeregt 
werden,  weshalb  ich  versuchte  die  Keimung  durch  Zusatz  von 
Âpfelsaure  zu  beschleunigen.  Die  Versuche  mit  verschiedenen 
Konzentrationen,  z.  B.  0.002%,  wiesen  keine  Beschleunigung 
auf,  wâhrend  hôhere  Konzentrationen  die  Keimung  direkt 
hemmten, 

Proteinstoffe  : 

Wie  schon  oben  bemerkt  liegt  das  Optimum  der  Keimung 
der  PoUenkôrner  in  Zuckerlôsung  etwa  bei  20  %  und  die  Grenze 
der  Keimungsfahigkeit  bei  30  und  4:0%.  Eine  Zugabe  von 
Proteinstoffen  (Pepton  und  Hûhnereiweiss)  beschleunigte  die 
Keimung  wohl  etwas,  batte  aber  ûbrigens  sonst  gar  keine 
weitere  gùnstige  Reizwirkung.  Dièse  Versuche  habe  ich  deshalb 


1)  Zur  Physiologie  des  Pollens,  mit  besonderer  Rucksiclit  auf  die  chemotropische 
Bewegiingen  der  Pollenschlaiiche.  —  Sitzungsber.  d.  Math.  Nat.  Cla.<se  d.  Akad.  d. 
Wiss,  Wien,  Abt.  I,  1893,  S.  423. 
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ausgefûhrt,  weil  bekanntlich  von  Lidforss  ')  fur  viele  Pollen- 
arten  eine  gùnstige  Beeinfliissung  durch  Zusatz  von  Protein- 
stoffen  konstatiert  worclen  wàv.  AUerdings  handelte  es  sich  bei 
den  Versuchen  von  Lidforss  stets  um  Pollen,  die  in  Wasser 
nicht  zum  Keimen  zu  bringen  v\^aren  oder  schou  in  Zucker- 
lôsungen  niederer  Konzentration  zu  Grunde  gingen,  was,  v^ie 
w^ir  gesehen  haben,  bei  den  Pollen  der  Kaffeearten  nicht  der 
Fall  ist. 

1).  Ûber  den  Einfluss  von  ausseren  Faktoren  auf  die 
Lebensdauer  des  Pollens. 

Die  Lebensdauer  des  Pollens  ist  im  Allgemeinen  von  ausseren 
Faktoren  sehr  abhângig.  Untersuchungen  auf  diesem  Gebiete 
siud  im  grôsseren  Uni  fange  verhâltnissmâssig  selten  angestellt 
VForden  und  doch  sind  solclie  Beobachtungen  nicht  allein  in 
biologischer  Hinsicht,  sondern  auch  fur  praktische  Hybridisa- 
tionsversuche  von  besonderem  Wert.  Wenn  wir  hier  kurz  der 
Ûbersicht  halber  die  Litteratur  auf  diesem  Gebiete  durchgehen, 
so  fiuden  wir,  dass,  von  unsicheren  Schriften  des  Altertums 
abgesehen,  Kâmpfer  ^)  der  erste  war  der  sich  mit  der  Lebens- 
dauer des  Pollens  beschâftigte  und  zwar  mit  demjenigen  von 
Phoenix  dactylifera.  Nach  ihm  waren  es  Gleditsch  ^),  Kôlredter  ^), 
Gartner  ^),  Hoffman  ^),  Mangin  '),  Rittinghaus  S),  Molisch  ^)  und 
JosT  1"),  die  sich  dieser  Frage  zuwandten.  Dièse  Forscher  haben 
aber  aile    de  m    Einfuss   der    Luftfeuchtigkeit   keine   besondere 


1)  Zur  Biologie  des  Pollens.   —  Jahrb.  fiir  Wiss.,  Botan.,  Bd.  29.  S.  1, 

2)  Amoenitates  exoticae  etc.   Lemgoviae  1712.  S.  708.  Nach  Citât  bei  PruNDT. 
3j  Pliysikalische  Belustigungen,  Berlin  1751,  S.  81.  EbenfalLs  nach  Pfundt. 

4)  Historié   der   Versuche  etc.   Cameri  Opuscula  botanici  argumenti  1787,  S.  165, 
(nach  Pfundt). 

5)  Die   Befruchtungsorgane   der   voUkoramenen   Gewachse.  Stuttgart  1844,  S.  144, 
nach  Pfundt. 

6)  Zur  Geschlechtsbestimmung.  Botan.  Ztg.,  1871,  S.  97. 

7)  L.  c.  S.  337. 

8)  L.c.  S    123. 

9)  L.c. 

10)  Zur    Physiologie   des   Pollens.   —   Ber.    d.   deutsch.    Bot.    Ges.,   1905,  Bd.  23, 
S.  504,  L.c.  S.  77. 
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Beachtung  geschenkt  und  doch  sind  gerade  solche  Versuche, 
noch  dazu  in  den  Tropen,  vvo  die  Luftfeuchtigkeit  eine  so  grosse 
Rolle  spielt,  von  besonderem  Interesse.  Der  einzige  der  sich  mit 
dem  Einfluss  der  Luftfeuchtigkeit  auf  verschiedene  Pollenarten 
beschâftigte,  ist  Pfundt  ^)  gewesen,  der  in  einer  schônen  aiis- 
fûhrlichen  Arbeit  die  Resultate  seiner  Uutersuchungen  wieder- 
giebt.  Natûrlich  bat  dieser  Forscher  sich  hauptsachlich  mit 
Pflanzeu  der  gemâssigten  Zone  befasst,  da  er  keine  Unter- 
suchungen  in  den  Tropen  zu  machen  im  Stande  war.  Es  schien 
mir  aus  diesem  Grrunde  nicht  ùberflûssig  solche  Untersuchungen 
konsequent  an  einer  Pflanze  durchzufùhren,  mid  ich  wâhlte  als 
Versuchsobjekt  die  Kaffeepflanze.  Die  Versuchsanstellung  ge- 
schali  in  derselben  Weise  wie  Pfdndt  sie  angegeben  bat,  und 
wie  sie  sich  fur  die  hiesigen  Verhaltnisse  auch  durchaus  bewâhrte. 

Da  fur  die  im  folgenden  zu  beschreibenden  Versuche  sehr 
viel  Material  an  Pollen  nôtig  war  und  immer  nur  frissche  Pol- 
len von  ebeu  geôffneten  Blûten  zur  Verwendung  kamen,  habe 
ich  das  Material  auf  folgende  Weise  gesammelt.  Blûten,  deren 
Erblùhen  fur  den  nachsten  Morgen  bevorstand,  wurden  am 
Abend  vorher  in  Gazesâckchen  eingebunden.  Am  nachsten  Mor- 
gen habe  ich  dièse  Sackchen  geôffnett,  die  Zweige  mit  den  ge- 
ôffneten Blûten  abgeschnitten  und  môglichst  schnell  in  das. 
Laboratorium  gebracht,  wo  dann  der  Blûtenstaub  durch  ein- 
faches  Schûtteln  der  Blûten  ûber  Papier  gewonuen  wurde.  Auch 
versuchte  ich  die  Blûtenzweige  schon  am  vorigen  Abend  vom 
Baume  abzuschneiden  und  sie  dann  im  Laboratorium  in  Wasser 
zu  stellen;  auf  dièse  Weise  gelang  es  manchmal  Blûtenstaub 
zu  gewinnen,  allein  es  ôffnen  sich  die  Blûten  im  Zimmer  nicht 
immer  regelmâssig,  ja  viele  ûberhaupt  nicht,  sondern  fallen  ge- 
schlossen  ab. 

Der  gesammelte  Blûtenstaub  wurde  ordentlich  gemischt,  da 
der  verschiedener  Blûten  nicht  einander  gleichwertig  ist,  was 
bereits  aile  Forscher  die  sich  mit  dieser  Frage  beschâftigt  haben, 
konstatierten.  Das  Mischen  der  Pollenkôrner  war  ûbrigens  nicht 

1)    Der    Einfluss    der    Luftfeuchtigkeit    auf   die    Lebensdauer    des    Blùtenstaubes. 
Pringsheim's  Jahrb.  f.  Wiss.  Bot.,  Bd.  47,  1910. 
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schwierig,  denn  der  Pollen  des  Kaffees  besitzt  keine  grosse  XJn- 
ebenheit  auf  der  Oberflâche. 

Den  ans  den  Blûten  gesammelten  und  gut  vermischten  Blû- 
tenstaub  habe  ich  in  Tûten  von  Papier  aufbewahrt.    • 

Zur  Erzielung  verschiedener  Feiichtigkeitsgehalte  kamen 
verschiedene  Dampfspannungen  zur  Anwendung.  Natûrlich  han- 
delte  es  sich  bei  den  Versuchen  immer  nur  uin  die  relative 
Luftfeuchtigkeit,  da  dièse  allein  fur  die  Pflanze  von  Bedeutung 
ist.  Die  konstanten  Dampfspannungen  wurden  nach  der  Méthode 
Pfdndt's  in  Exsikkatoren  ûber  Schwefelsauregemische  erhalten. 
Es  kamen  Dampfspannungen  von  30,  60  und  90%  zur  Anwen- 
dung. Da  dièse  Dampfspannungen  bereits  von  dem  vorliin  ge- 
nannten  Forscher  empirisch  ermittelt  worden  v^aren,  nachdem 
er  fiir  die  Dampfspannung  von  60°/^  den  Gehalt  des  Gemisches 
an  H2SO4  aus  den  Landoltschen  Tabellen  festgestellt  batte,  habe 
ich  mir  die  Arbeit  in  sov\^eit  erleichtert,  indem  ich  dièse  Zahlen 
gleich  verwandte. 

Fur  eine  Dampfspannung  von  907o  betrâgt  der  Gehalt  an 
Schwefelsaure  15,14°/^,  von  60°/o,  37,697o,  von  307o,547,.  Eine 
sehr  niedrige  Dampfspannung  ermôglichte  sich  dadurch,  dass 
sich  der  Blûtenstaub  in  Exsikkatoren  ûber  konzentrierter  Schwe- 
felsaure und  Chlorcalcium  befand.  Die  Exsikkatoren  wurden, 
zur  Erzielung  einer  môglichst  konstanten  Temperatur,  in  ein 
dunkles  Zimmer  von  annaherend  konstanter  Temperatur  von 
28°  gebracht. 

Die  Lebensdauer  der  den  verschiedenen  Dampfspannungen 
ausgesetzten  Pollen,  konnte  dann  durch  Aussaat  auf  Rohrzucker- 
agar  (Rohrzucker  20°/o,  Agar  Vl^  und  ausgelaugt)  festgestellt 
werden.  Als  Kulturaefâsse  kamen  sterilisierte  feuchte  Kammern 


"O' 


in  Anwendung.  Die  Deckglâschen  wurden  mit  dem  sterilisierten 
Rohrzucker- Agar  beschickt  und  nachdem  in  die  Vertiefung  des 
Objektrâgers  ein  Trôpfchen  Zuckerlôsung  derselben  Konzentra- 
tration  gebragt  war,  mit  Vaseline  fest  auf  den  Objekttrîiger 
geklebt.  Die  Kulturen  kamen  dann  im  dunklen  Zimmer  bei 
annaherend  konstanter  Temperatur  zur  Aufstellung.  Eine  An- 
derung  der  Dampfspannung  innerhalb  der  Kammern  und  hier- 
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mit  eine  Konzentrierung  der  Tropfen  war  auf  dièse  Weise  ver- 
mieden. 

Sâmmtliche,  niir  hier  in  Buitenzorg  zur  Verfiigung  stehende 
Arten  von  Kaffeepollen,  erfuhreu  eine  Prûfung  ihrer  Lebens- 
dauer;  die  Pollen  wurden  Tag  fur  Tag  auf  ihre  Keirafâhigkeit 
hin  untersucht. 

Nachstehende  Tabelle  giebt  eine  Ûbersicht  der  angestellten 
Versuche  : 


Lebensdauer  in  Tagen 

NAME 

In  Infttrock- 
neni  Zustande 

Dampfspannung 

ûber 

90°/, 

60°/,           30'/, 

H2  SO4 

C.  liberica 

C.  arabica 

C.  Laurentii  (robuslai 

C.  abeokuta  

C.  excelsa 

C.  Uganda  

C.  Dewevrei 

C.  quillou 


2 

4 

7 

5 

6 

10 

2 

4 

8 

1 

4 

6 

4 

5 

7 

1 

4 

8 

2 

4 

6 

1 

5 

10 

10 

10 
8 
7 

10 
7 

12 


Ans  der  Tabelle  gelit  die  Abliilngigkeit  der  Lebensdauer  des 
Pollens  von  dem  Feuchtigkeitsgehalt  der  Luft  deutlich  hervor. 
Dasselbe  Résultat  liât  ûbrigens  aucli  Pfundt  fur  eine  grosse 
Anzahl  von  Pollenarten  feststellen  kônnen.  Dièse  Versuche  las- 
sen  es  erklârlich  erscheinen,  weshalb  mau  z.  B.,  wie  Kàmpfer 
mitteilt,  den  Pollen  der  Dattelpalme  an  einen  trockenen  und 
luftigen  Ort  bringt,  wenn  man  ihn  lângere  Zeit  lebensfàhig 
erhalten  will.  Ans  den  Versuchen  an  Kaffeepollen  geht  hervor, 
dass  man  es  in  der  Gewalt  hat  den  Pollen  langer  keimfâhig 
zu  erhalten  als  es  sonst  in  der  Natur  der  Fall  wâre. 

In  der  Natur  haben  wir  nicht  mit  konstanten  Dampfspan- 
nungen  zu  tuu,  sondern  ist  der  Pollen  grossen  Schwankungen 
des  Feuchtigkeitsgehaltes  der  Luft  ausgesetzt,  die  hier  in  Bui- 
tenzorg oft  sehr  bedeutende  sein  kônnen.  In  der  Trockenzeit 
sinkt  die  Luftfeuchtigkeit  an  heissen  Vormittagen  oft  bedeutend, 
wâhrend  sie  Nachmittags  nach  dem  Einsetzen  der  starken 
Regen    bis    zum    Sâttigungspunkt    steigt.   Auch   zur   Regenzeit 
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pflegt  der  Vormittag  meist  trocken  imd  soiinig  zu  sein.  Natûr- 
lich  spielt  aiich  der  Wind  bei  dem  Austrocknen  des  Pollens 
eine  grosse  RoUe.  Ein  weiterer  grosser  Faktor  ist  in  dem  Ein- 
fluss  der  vornbergehenden  Benetzung  und  Austrocknung  auf 
die  Befruchtungsfâhigkeit  des  Pollens  zu  berûcksichtigen.  Dass 
der  KaffeepoUen  der  Gefahr  des  Benetzung  ausgesetzt  ist,  unter- 
liegt  gar  keinem  Zweifel.  Man  braucht  sich  nur  die  Blute  des 
Kaffeebaumes  anzusehen,  um  zu  bemerken,  dass  der  Pollen  ganz 
ungeschûtzt  ist.  Dièse  exponierte  Lage  ist  aber  fur  die  Pollen- 
kôrner  keine  grosse  Gefahr,  da  wie  wir  wissen  der  Pollen  in 
Wasser  nicht  nur  nicht  abstirbt,  sondern  sogar  selir  scliôn  zu 
keimen  im  Stande  ist. 

Um  Klarheit  zu  bekommen,  ob  der  Wechsel  in  Benetzung 
und  Austrocknen  auf  die  PoUenkôrner  eine  scliâdliche  Wirkung 
ausùbt,  liabe  ich  einige  Versuche  angestellt,  deren  Resultate 
hier  mitgeteilt  seien. 

Es  wurden  PoUenkôrner  in  einem  Uhrschâlchen  stark  ange- 
feuchtet  und  dann  sofort  in  die  Sonne  ausserhalb  des  Labora- 
toriums  gebracht,  wo  das  Wasser  schnell  verdunstete.  Bei 
dieser  Behandlung  des  Pollens  zeigte  sich,  dass  eine  grosse 
Anzahl  von  Pollenkôrnern  im  Wasser  bereits  Keimschlâuche 
getrieben  hatten,  die  aber  beim  Austrocknen  rasch  zu  Grunde 
gegaugen  waren;  die  noch  nicht  gekeimten  Kôrner  keimten 
nach  dem  Austrocknen  sehr  schlecht. 

Da  Versuche  mit  Uhrschâlchen  deshalb  nicht  genûgten,  weil 
man  es  nicht  in  der  Gewalt  hat,  die  Benetzung  eine  bestimmte 
Zeit  auf  die  Kôrner  einwirken  zu  lassen  und  die  Benetzungs- 
dauer,  wie  au  s  den  Versuchen  von  Pfundt  hervorgeht,  sehr  wichtig 
fur  die  Befruchtungsfâhigkeit  nach  dem  Austrocknen  ist,  habe 
ich  die  Versuche  so  angestellt,  wie  Pfundt  sie  in  seiner  Arbeit 
angegeben  hat.  Die  Pollen  kamen  in  Kapseln  von  Fliesspapier, 
wurden  darauf  eine  bestimmte  Zeit  in  destilliertes  Wasser  ge- 
taucht  und  dann  nach  môglichst  intensivem  Abtrocknen  zwischen 
Fliespapier  ûber  Chlorcalciura  gebracht.  Wie  untenstehende  Ta- 
belle  zeigt,  hat  die  Dauer  der  Benetzung  auf  die  Lebensdauer 
des   Pollens   einen  grossen  Einfluss,  absesehen  davon,  dass  das 
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Austrocknen  nach  Benetzung  an  sich  sclion  sehr  schâdlich  wirkt. 


NAME 


Dauer  der 

Benetzung  in 

Minuten 


Lebensdauer  des  Pollen  in  Tagen 


des  Benetzten, 
uber  Chlorcalcium 


des  nicht  Benetzten, 
liber  Ciilorcalcium 


Coffea  liberica 


5 

10 
30 
60 


c.  Einfluss  des  Alters  auf  die  Keimfahigkeit  : 

Znletzt  wurde  noch  das  Alter  der  Pollenkôrner  auf  ihre 
Keimfahigkeit  hin  geprûft,  mit  dem  Résultat,  dass  frische  Pollen 
viel  schneller,  als  einige  Tagen  ùber  konzentrierter  Scliwefelsâure 
bewahrte  Pollen  keimen.  Beaclitenswert,  aber  weiter  nicht  ver- 
wunderlich  und  bereits  bei  verschiedenen  anderen  Pollenarten 
beobachtet,  ist  die  Tatsache,  dass  der  Pollen  des  Kaffeebaumes, 
je  âlter  er  ist,  um  so  grôssere  Anforderungen  an  seinen  Nâhr- 
boden  stellt.  Frische  Pollen  keimen,  wie  bereits  mitgeteilt  wurde, 
in  Wasser,  wâhrend  etwas  altère  darin  viel  schlechter  keimen 
als  in  Rohrzuckerlôsung. 

ÛBER  PARTIELLE  STERILTTAT  BEIM  KAFFEE. 

In  einer  kurzen  Mitteilung  ^)  liabe  ich  bereits  auf  die  Steri- 
litât  des  Kaffeebaumes  hingewiesen.  Im  Folgenden  seien  die 
TJntersuchungen  auf  diesem  Gebiete  ausfûhrlich  mittgeteilt. 

Ûber  Sterilitât  bei  Arten  der  Gattung  Coffea  sind  in  der 
wissenschaftlichen  Litteratur  gar  keine  Angaben  vorhanden. 
Den  Kaffeepflanzeru  ist  dagegen  dièse  Erscheinung  schon  lange 
bekannt  und  fiuden  sich  auch  diesbezûgliche  Angaben  in  den 
praktischen  Zeitschriften. 

Bei    Coffm   arabica   kommt   es  nicht  so  selten  vor,  dass  sich 


1)  L.c,  s.  17. 


128 

statt  zwei  Samen  nur  einer  entwickelt  hat,  wahrend  der  andere 
gânzlich  abortiert  ist.  Dièse  Erscheinung  tritt  nicht  immer 
regelmassig  an  den  Bâumeii  auf,  so  findet  raan  neben  Bilumen 
mit  sehr  vielen  Frûchteu  und  nur  wenig  guten  Samen  solche, 
mit  sehr  vielen  guten  Samen. 

Bei  C.  liberica  ist  die  Sterilitât  weniger  haufig  als  bei  der 
vorhin  genannten  Art;  ich  bin  auf  Grund  meiner  Untersuchun- 
gen  zu  der  Anschaung  gelangt,  dass  ihre  Sterilitât  im  Ver- 
hâltniss  sehr  gering  ist. 

Bei  den  auf  Java  im  Grossen  kultivierten  Hybriden  ist  die 
Sterilitât  eine  sehr  hâufige  Erscheinung.  Man  findet  in  einer 
Pflanzung  nicht  selten  Baume,  die  Tausenden  von  Frûchten 
tragen,  wâhrend  nur  wenige  gute  Samen  geerntet  werden. 
Auf  die  vermutlichen  âusseren  Ursachen  dieser  partiellen  Ste- 
rilitât  komme   ich  in  einem  besonderen  Kapittel  noch  zurûck. 

In  meiner  vorlâufigen  Mitteihmg  habe  ich  als  direkte  Ursache 
der  Sterilitât  folgende  drei  Punkte  festgehalten  : 

a.  Das  Degenerieren  des  w^eiblichen  Sexualapparates. 

h.  Das  Degenerieren  des  mânnlichen  Sexualapparates. 

c.  Das  Nichtv^rachsen  der  Pollenschlâuche  durch  den  eigenen 
Griffel  und  die  dadurch  verhinderte  Befruchtung  der  Eizellen. 
(Selbststerilitât). 

Im  Nachfolgeuden  w^erde  ich  versuchen  die  beiden  erstge- 
nannten  Punkte  in  cytologischer  Hinsicht  zu  prûfen  und  behalte 
mir  vor,  den  dritteu,  der  von  physiologische  Bedeutung  ist, 
spâter  noch  eingehend  zu  behandeln. 

Cytologische  Untersuchung. 

a.  Degeneration  des  weiblichen  Sexualapparates. 

Die  Degeneration  des  w^eiblichen  Sexualapparates  kann,  wie 
ich  mich  an  zahlreichen  Prâparaten  ûberzeugt  habe,  zu  ver- 
schiedenen  Zeiten  eintreten,  entv^eder  schon  sehr  frûli,  w^enn 
sich  der  Mutterzelle  im  Synapsisstadium  befindet,  oder  auch 
erst  viel  spâter,  nach  der  Tetradenteilung  ;  auch  geht  die  Ent- 
wickelung  des  Embryosacks  noch  normal  vor  sich  und  die 
Degeneration   tritt   erst   bei   der   Bildung   der   Eizelle  auf,  v^as 
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aber  verlialtnissmâssig  selten  der  Fall  ist.  Betrachten  wir  die 
Degeneration  im  fmhesten  Stadium,  also  im  Synapsisstadium 
der  Embryosackmutterzelle,  so  finden  wir,  dass  sich  das  Plasma 
der  Zelle  stark  kontrahiert  hat  und  gleiclimassig  stark  fârbt. 
Dièse  frûh  einsetzende  Degeneration  des  weibliches  Sexualap- 
parates  habe  icli  nur  selten  gefundeu.  Viel  hâufiger  sind  Bilder 
von  degenerierenden  Zellen  im  Stadinm  der  Tetradenteilung 
zu  beobachten. 

Wie  ffûlier  schon  hervorgehoben,  sind  es  die  drei  unteren 
nackten  Zellen  die  normalerweise  degenerieren.  In  diesem  Sta- 
dinm selien  wir,  dass  die  vierte,  zum  eigentlichen  Embryosack 
bestimmte  Zelle  ebeufalls  degeneriert,  indem  sie  unter  starker 
Schrumpfung  nnd  Tingierung  des  Plasmas  verkûmmert  (Taf.  X, 
Fig.  59).  Manchmal  weist  der  Kern  dieser  Zelle  schon  Anzeichen 
einer  Degeneration  auf,  noch  elie  die  anderen  drei  Zellen  zu 
Grunde  gegangen  sind,  also  zu  einem  Zeitpnnkt,  wo  die  Chro- 
mosomen  noch  nicht  in  das  ruhende  Stadium  ûbergingen. 
Die  Anzeichen  einer  Verkûmmerung  des  Kernes  bestehen  darin, 
dass  das  Chromatin  sehr  spârlich  vertreten  ist  und  der  Nukleolus 
eine  oder  mehrere  Vakuolen  besitzt. 

Die  umgebenden  Nucelluszellen  verdrângen  die  drei  unteren 
Tetradenzellen  nicht  normalerweise,  sondern  bleiben  im  Wachs- 
tum  stillsteheu,  die  Schrumpfung  des  Plasmas  der  Tetraden- 
zellen schreitet  schnell  vorwârts,  sodass  zuletzt  nur  noch  ein 
dunkler  Streifen  Plasma  innerhalb  eines  Hohlraumes  liegt. 
Âhuliche  Degenerationsstadien  des  weiblichen  Sexualapparates 
haben  unter  anderen  Tischler  ')  und  Geerts  ^)  erwâhnt. 

In  zwei  Prâparaten  fand  ich  die  Degeneration  des  weiblichen 
Apparates  erst,  nachdem  der  Embryosack  fertig  ausgebildet 
war  und  bereits  eine  Eizelle  existierte.  In  diesen  beiden  Fâllen 
w^ar  es  vor  allem  die  Eizelle,  welche  deutliche  Anzeichen  einer 


1)  Entwickelung  der  Sexualorgane  bei  einem  steiilen  Bryonia-Basiard.  —  Ber.  d. 
Deutschen  Botan.  Ges..  Bd.  XXIV,  Heft  2,  1906,  S.  94. 

2)  Beitrage  zur  Kenntnis  der  Cytologie  und  der  partiellen  Sterilitat  von  Oenothera 
Lamardùana.  —  Dissertation  Amsterdam,  1909;  vergl.  auch  Recueil  des  Ti-avaux 
Botan.  Néerlandais.,  Vol.  5,  S.  93. 

Ann.  Jard.  bot.   Buitenz.  2e  Sér.  Vol.  X.  " 
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Verkùmmerung  zeigte.  Das  Plasma  war  zusammengeschrumpft 
iind  stark  tingiert,  der  Kern  in  unregelmassige  Chromatin- 
klumpen  zerfallen,  die  unregelmâssig  im  Plasma  zerstreut  lagen. 
In  diesen  Prâparaten  zeigten  obendrein  die  anderen  Zellen, 
Synergiden  und  Antipoden,  eine  auffallende  Plasmaarmut,  wâh- 
rend   das   Plasma  des  Embryosacks  stark  vakuolisiert  erschien. 

h.  Degeneration  des  mânnlichen  Sexualapparates. 

Die  Sterilitât  des  mânnlichen  Sexualappa]-ates  ist  cytologisch 
genauer  zu  verfolgen  und  weicht  erlieblich  von  dem  normalen 
Gang  der  Bildung  der  PoUenkôrner  und  der  Tapetenzellen  ab. 

Wie  frùher  schon  betont  wurde,  entstehen  ans  der  Urmut- 
terzelle  4,  5  oder  6  Mutterzellen.  Es  kommt  nun  nicht  selten 
vor,  dass  eine  oder  mehrere  dieser  Mutterzellen  bald  nach  ihrer 
Entstehung  zu  Gruude  gehen  und  gânzlieh  von  den  anderen 
verdrângt  werden  (ïaf.  XI,  Fig.  66  und  67). 

Die  Degeneration  findet  nicht  allein  nach  der  Entstehung 
der  Mutterzellen  statt,  sondern  ich  fand  sie  auch,  und  zwar 
meist  erst  spâter,  bei  der  Bildung  der  Spezialzellen.  Dies  lehrt 
also,  dass  ebenso  wie  bei  der  Verkùmmerung  des  weiblichen, 
die  Degeneration  des  mânnlichen  Apparates  zeitlich  verschieden 
eintreten  kann. 

Betrachten  wir  nun  das  frûheste  Stadium  der  Degeneration 
genauer,  so  fînden  wir,  dass  nach  der  Teilung  der  Urmutter- 
zelle  in  die  Mutterzellen,  einzelne  von  letzteren  einen  sehr 
chromatinarmen  Kern  enthalten  und  aufî'allend  plasmaarm  sind. 
Dièse  Mutterzellen  werden,  wie  spâtere  Stadien  zeigen,  von 
den  normalen  allmâhlich  verdritngt,  sodass  zuletzt  nur  noch 
kleine  dunkelgefârbte  Reste  ùbrigbleiben.  Am  hâufîgsten  tritt 
die  Sterilitât  nach  der  Tetradenteilung  hervor,  und  zwar  wenn 
die  Kôrner  innerhalb  der  Muttermembran  zu  wachsen  begin- 
nen.  Meine  Beobachtungen  decken  sich  hier  also  mit  denen 
von  Geerts  bei  der  Degeneration  der  PoUenkôrner  von  Oeno- 
ihera  Lamarckiana. 

In  diesem  Stadium  des  Verkûmmerns  sieht  man,  dass  nicht 
aile    die    vier   gebildeten    Spezialzellen    gleich    gut    entwickelt 


131 

sind,  sonderu  eine  oder  zwei,  ab  und  zu  aucli  drei  derselben 
eioen  unregelmassig  begrenzten  Kern  mit  sehr  wenig  oder  fast 
gar  kelnem  Chromatin  besitzen.  Da  das  Plasma  dieser  Kôrner 
dunkel  gefarbt  ist,  tritt  der  Kern  nnr  schwer  hervor.  Spâtere 
Stadien  zeigen  den  Kern  der  sterilen  Kôrner  im  Plasma  in 
Auflôsung  begriffen  und  im  duuklen  Plasma  schwer  wahrnebm- 
bar.  Bei  vielen,  nicbt  bei  alleu  sterilen  Kôrnern  verschwindet 
zuletzt  auch  das  Plasma,  dass  dann  nur  in  der  Nâhe  der  Mem- 
bran  unregelmâssige  kleine  Klumpen  bildet. 

Die  fertilen  PoUenkôrner  sind  durch  ihre  Grosse  von  den 
sterilen  direkt  zu  unterscheideu.  Die  Membran  der  sterilen 
Kôrner  ist  ausclieinend  normal  gebaut,  wird  aber  hâufig  ein- 
gedrûckt,   wahrscheinlich,  weil  die  Kôrner  fast  ganz  leer  sind. 

Eine  eigentûmliche  Erscheinung  an  den  stérile  Kôrner  ent- 
haltenden  Pollenfâchern  ist  das  gelegentliche  Absterben  von  ein- 
zelnen  Tapetenzellen.  Der  Kern,  oder,  wenn  die  Tapeteuzelle 
mehrkernig  ist,  die  Kerne,  zerfallen,  und  im  auffallend  dunkel 
gefârbten  Plasma  findet  man  zuletzt  nur  noch  unregelmâssige 
Chromatinklumpen.  Dièse  Erscheinung  ist  ûbrigens  verhaltniss- 
mâssig  selten  (Taf.  XI,  Fig.  66). 

Zum  Schlusse  sei  noch  bemerkt,  dass  die  hier  beschriebenen 
cytologischen  Bilder  bei  der  Kali  Mas-Hybride  und  deren  ver- 
mutlichen  Eltern  (C.  arabica  und  C.  liberica)  dieselben  sind. 

c.  Das  Nichtwachsen  des  Pollenschlauches  durch  den  eigenen 
Griffel  (Selbststerilitât). 

Dass  der  Pollenschlauch  im  Griffel  der  eigenen  Blute  nicht 
zu  wachsen,  sonderu  nur  eiue  kleine  Strecke  in  das  Griffelge- 
webe  einzudringen  vermag,  sein  Wachstum  einstellt  und  dann 
platzt,  habe  ich  sowohl  bei  Blùten  von  C.  arabica  als  C.  liberica 
und  deren  Hybride,  der  Kali  Mas,  gefunden. 

Wie  frûher  schon  hervorgehoben,  wâchst  der  Pollenschlauch 
in  dem  Griffel  der  eigenen  langsamer,  als  im  Griffel  einer 
anderen  Blute.  Sind  hier  also  wahrscheinlich  bereits  schâdliche 
Einflûsse  der  autogamen  Bestâubung  im  Spiele,  so  treten  dièse 
Einflûsse  in  den  Fâilen  deutlich  zu  Tage,  bei  denen  ein  Wachstum 
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der  Pollenschlauche  im  eigenen  Griffel  ûberhaupt  niclit  mehr 
stattfindet. 

Wâhrend  icli  bei  der  Untersuchuiig  der  Griffel  von  Blûten 
von  C.  arabica  und  C.  Uberica  die  obenerwiihnte  Erscheiniing 
seltener  antraf,  fand  ich  sie  bei  Sâmlingeu  der  Kali  Mas-Hybride 
verhâltnissmâssig  hâufig. 

Die  Beobaclitung  lehrt,  dass  Blûten  liestimQiter  Baume  dieser 
Samlinge  die  Eigenschaft  des  Nichtwachsens  der  eigenen  Pol- 
lenschlauche in  besonderem  Maasse  besitzen.  Ob  auch  die  durch 
Propfen  fortgepflanzte  Hybride  dieselbe  Ersclieinung  zeigt,  habe 
ich  nicht  weiter  untersucht,  halte  es  aber  fur  wahrscheinlich  ^). 

Die  anatomische  Untersuchung  der  Griffel  solcher  Blûten 
zeigte  keine  besondere  Abweichung  vom  gewôhnlichen  Typus; 
die  eingedrungenen  Pollenschlauche  sind  aile  an  ihrer  Spitze 
aufgetrieben  und  geplatzt. 

Ich  habe  frûher  ûber  die  mutmaassliche  Ursache  des  lang- 
saraen  Wachstums  der  eigenen  Pollenschlauche  eiuigea  mitge- 
teilt  und  sie  mit  den  Verhâltnissen  im  Leitgewebe  in  Verbin- 
dung  gebracht.  Die  Ursache  kônnte  auch,  wie  Jost  dies  getan 
hat,  in  den  Pollenkôrnern  gesucht  werden.  Er  sagt:  „Anstatt 
die  Ursache  der  Nichtwachsens  der  Pollenschlauche  im  Griffel 
der  gleichen  Blute  auf  die  Verhâltuisse  im  Leitgewebe  zu 
schieben,  kônnte  man  auch  daran  denken,  sie  in  den  Pollen- 
kôrnern zu  suchen". 

Die  Tatsache,  dass  bei  der  obenerwahnten  Hybride  und  deren 
Eltern  eine  Degeneration  des  Pollens  vorkommt,  zwingt  mich 
zu  der  Anschauung,  die  Ursache  der  Selbststerilitilt  cher  im 
Pollenkorn  als  im  Leitgewebe  zu  suchen.  Wenn  wir  annehmen, 
dass  bei  C.  arabica  und  C.  Uberica  bei  autogamer  Bestâubung 
auf  den  Reiz  des  Pollenschlauches  hin  das  Leitgewebe  wachs- 
tumshemmende  StoITe  sezerniert,  die  zwar  das  Wachstum  des 
Schlauches  hemmen  aber  nicht  verhindern  kônnen,  so  werden 
in  den  Fâllen,  wo  das  Pollenkorn  in  seiner  Organisation  mehr 


i)  Das   Pfi-o])fen    ist  hier  auf  Java  die  libliclie  Weise  der  kiinstiiclien  Verinehrung 
der  Kali  Mas-Hybride.  Als  Unterlage  dient  meist  die  C.   Uberica. 
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oder  weniger  gestôrt  ist,  dièse  wachstumshemmenden  Stoffe 
nicht  mehr  vertragen  und  der  Schlauch  geht  zu  Grunde.  Hier 
wirken  die  wachstumshemmeoden  Stoffe  also  wie  Gifte.  Bei 
Fremdbestâubung  kann  der  Erfolg  der  Reaktion  in  der  Sekretion 
wachstumsreizender  Stoffe  zu  suchen  sein. 

ÛBER  DAS  VORKOMMEN  VON  KLEINEN 

CONSTAT T-STERILEN  BLUTEN  BEI  VERSCHIEDENEN 

KAFFEE-ARTEN   (SOG.   „STERRETJES"). 

Ausser  den  normal  gebauten,  grossen,  duftenden  Blûten  be- 
sitzen  hier  auf  Java  einzelne  Arten  der  Gattung  Coffea,  beson- 
ders  C.  arabica  und  C.  liherica,  noch  ab  und  zu  andere  Blûten, 
die  auf  den  ersteu  Blick  durch  ihren  abweichenden  Bau  und 
ihre  Kleinheit  auffallen.  Solche  kleine  sternâhnliche,  gelblich- 
weisse  oder  grûnlichgelbe,  nicht  duftende  Bliiten  werden  auf 
Java  allgemein  mit  dem  hoUândischen  Namen  „sterretjes" 
d.  h.  „Sterncheu"  bezeichnet. 

Das  Vorkommen  dieser  kleinen,  konstant  sterilen  Blûten 
dûrfte  wohl  jedem  javanischen  Kaffeepflanzer  bekanut  sein;  in 
der  wissenschaftlichen  Litteratur  sind  ûber  die  Morphologie  und 
Entstehungsursachen  dieser  Blûten  nur  kurze  Angaben  vor- 
handen,  die  sich  zuni  Teil  nur  auf  Vermutungen  stûtzen. 

Ani  hâufigsten  zeigt  dièse  Erscheinuug  C.  arabica,  seltener 
C.  liber ica  und  bis  jetzt  noch  vereinzelt  C.  Laurentii,  C.  Uganda 
und  C.  quilloii,,  also  die  neueren  Arten. 

Zuerst  haben  Burck  ^)  und  Zimmermànn  ^)  auf  das  Vorkommen 
der  kleinen  Blûten  aufmerksam  gemacht  und  in  kurzen  Zûgen 
den  ausseren  Bau  beschrieben.  Von  beiden  wurde  das  Auftreten 
der  kleinen  sterilen  Blûten  mit  einer  zu  grossen  Boden-  und 
Luftfeuchtigkeit  in  Verbindung  gebracht,  ohne  sich  auf  experi- 
mentelle  Bevveise  zu  stûtzen. 


1)  Over    koffieproducties   in   verband    met    den    i-egenval.  —  Teysmannia,  Bd.  VII, 
1895,  S.  i. 

2)  Eenige  pathologische  en  physiologische  waarneuiingen  over  koffie.  —  Mededeel. 
'sLands  Plantentuin,  LXVII,  1904,  S.  76. 
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Obwohl  verschiedene  Biiume  von  C.  arabica,  besonders  in  ge- 
wissen  Teilen  von  Ost-Java,  nur  solche  ausgebildete  „Sterretjes" 
tragen,  fâllt  es  docli  nicht  schwer,  aucli  Baume  mit  allen  Ûber- 
gângen  von  den  normalen,  grossen,  duftenden  Blûten  bis  zu 
den  kleinen  abnormal  gebanten  zu  finden.  Bei  C.  liberka  beob- 
achtete  ich  in  nieinem  Versuchsgarten  zu  Buitenzorg  liâufig 
solche  Ubergâuge,  sodass  ich  reichlich  Gelegenheit  hatte,  die 
Erscheinung  eingehend  zu  studieren. 

Bevor  ich  zur  Beschreibung  der  kleinen  Blùten  ùbergehe, 
môchte  ich  bemerken,  dass  die  sogenannten  „Sterretjes"  im 
Gegensatz  zu  den  normalen,  grossen  Blûten  sehr  lange  am 
Baume  sitzen  bleiben  und  absolut  steril  sind.  Ich  habe  zahl- 
reiche  „Sterretjes"  kûnstlich  bestâubt  und  lange  Zeit  hinter- 
einander  beobachtet,  ohne  dass  es  mir  gelang,  eine  Frucht  zu 
erzielen.  Dièse  Mûhe  hâtte  ich  mir,  wie  ich  spâter  eingesehen 
habe,  ersparen  kônnen,  da  die  totale  Sterilitât  bei  der  Unter- 
suchung  der  Morphologie  und  besonders  der  Cytologie  klar 
hervortrat  und  eine  Besttiubung  und  Befruchtung  der  kleinen 
Blùten  von  Vornherein  ausgeschlossen  erschien. 

a.  Morphologie  der  „Sterretjes"  '). 

Es  sollen  hier  nur  diejenigen  kleinen  BlilteQ,  die  am  meisten 
von  dem  normalen  Bau  der  gewôhnlichen  Blûten  abweichen, 
beschrieben  werden,  die  unter  dem  Namen  „echte  Sterretjes" 
bekannt  sind.  Die  Ûbergangsformen,  auch  w^ohl  „onechte  Ster- 
retjes" genannt,  kônnen  dann  selbst  leicht  konstruiert  werden. 

Die  „echten  Sterretjes"  zeigen  zunachst  eine  bedeutende 
Reduktion  der  Blûtenkrone;  der  Kelch  fehlt  oder  ist  in  den 
gûnstigsten  Fâilen  nur  nocli  mit  einer  Lupe  w^ahrzunehmen,  - 
die  Kronrôhre  ist  sehr  kurz  oder,  da  die  Kronblatter  nicht  mit- 
einander  verw^achsen  sind,  gar  nicht  mehr  vorhaudeu.  Die  Zahl 
der  Kronl)latter  variiert  zwischen  3  und  7,  in  den  meisten 
Fâilen  findet  man  nur  3,  4  oder  5. 


1)   Gute    Bildei-    von    »Stcnetjes"    hat    Zimmermann    in    seiner   vorliin    ei"wâhnten 
Pnblikation  sefieben. 
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Wâhrend  die  normalen  Blûten  dûnne  Kronblatter  besitzen, 
sind  sie  bel  den  kleinen  Blûten  fleischig  dick,  schmal  und  mit 
den  Eândern  concav  nacli  obeu  gebogen,  wodurch  sie  eine  Art 
Rinne  bilden,  in  der  meist  eine  oder  zwei  Antheren  eingebettet 
liegen  (Taf.  XII,  Fig.  68).  Nicht  selten  sind  sie  Kronbln^ttev 
dermaassen  nach  ihrer  morphologischen  Oberseite  concav  ge- 
krûmmt,  dass  sie  die  darin  liegenden  Antheren  wie  eine  Rôhre 
umschliessen. 

Die  nur  an  der  Unterseite  befindlicben  Spaltôffnungen  ragen 
etwas  liber  die  Oberflache  der  Kronblatter  hinaus.  Die  Cnticula 
bat  sicb  stark  verdickt;  auch  die  Membranen  der  Mesophyll- 
zellen  sind  dicker  geworden  als  es  normalerweise  der  Fall 
ist  und  lassen  grosse,  oft  lacunenartig  erweiterte  Interzellularen 
zwischen  sicb  (Taf.  XII,  Fig.  69).  Eine  Differenzierung  in  Palis- 
saden-  und  Schwammparenchym  ist  in  einigen  Fâllen  andeutungs- 
weise  vorbanden. 

Die  Kronblatter  sind  ânsserlich  von  einer  deutlicben  Harz- 
scbicht,  ebenso  wie  bei  den  normalen  Blûtenknospen,  ûberzogeu. 

Die  grôsste  Abweichung  vom  normalen  Bau  zeigen  die  An- 
theren. Eine  Differenzierung  in  Filament,  Connectiv  und  Thecae 
ist  nicht  eiugetreten  ;  die  ganze  Anthère  bat  vielmehr  etwas 
die  Form  der  Kronblatter  angenommen  und  ist  bandfôrmig 
geworden. 

Der  Querscbnitt  zeigt  eine  viel  unregelmassigere  Begrenznng 
als  bei  den  normalen  Antheren  und  lâsst  die  vorhandenen 
Thecae  erst  deutlicb  hervortreten. 

Jede  Theca  zeigt  in  den  meisten  Fâllen  noch  ein  Pollenfach; 
in  einigen  Fâllen  war  ein  solches  aber  gar  nicht  mehr  vor- 
banden. Die  Epidermiszellen  der  Antheren  sind  unregelmâssig 
nach  aussen  vorgewôlbt  und  besitzen  viel  dickere  Membranen 
und  eine  dickere  Cuticula  als  es  gewôhnlich  der  Fall  ist. 

Der  weibliche  Geschlechtsap parât,  Fruchtknoten  und  Griffel 
zeigen  âusserlich  keine  so  eingreifenden  Abweichuagen  vom 
normalen  Bau,  als  der  mânnliche  Apparat.  Es  sind  immer  zwei 
Fâcher  im  Fruchtknoten  vorhanden.  Der  Griffel  ist  kurz  imd 
endet    normal    in    zwei    Narbenlappen,    w^elche    bei    genauerer 
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Betrachtung  Abweichungen  zeigen.  Die  Narbenpapillen  sind  nicht 
von  einander  geschieden,  wie  dies  sonst  der  Fall  ist,  sondern  fest 
mit  einander  verbunden  und  haben  dicke  Membranen  und  eine 
dicken  Cuticula;  sie  sondern  niemals  eine  Flussigkeit  ab. 

In  den  Fruchtknotenfâchern  fînden  wir  stets  zwei  Samen- 
knospen,  die  schon  in  ihrem  Ban  erheblich  von  den  normalen 
abweichen.  Wâhrend  die  normalen  Samenknospen  zur  Zeit  der 
Befruchtung  eine  ganz  charakteristische  Krûmmung  zeigen  '),  er- 
scheinen  die  der  kleinen  Blûten  niemals  gekrûmmt,  sondern 
ragen  als  ein  gerader  Zapfen  in  das  Fruchtknoteufach,  âlmeln 
also  den  Anfangsstadien  der  normalen  Samenknospen. 

Eine  weitere  morphologische  Eigentùmlichkeit  der  Samen- 
knospe  ist  das  ganzliche  Fehlen  der  Integumente  oder  das  Vor- 
handensein  von  nur  zwei  kleinen  Ausstûlpungen  des  Derma- 
togens  der  Samenknospe,  wie  sie  auch  in  den  Anfângen  der 
Bildung  der  Integumente  bei  den  normalen  Samenknospen  vor- 
handen  sind.  Eine  Mikropyle  fehlt  hiernach  gânzlich. 

Das  Leitgewebe  ist  sowohl  im  Fruchtknoten  als  im  Griffel 
nicht  ausgebildet. 

Der  Obturator  fehlt  gânzlich  oder  ist  nur  als  kleiner  Zapfen 
vorhanden.  Die  Entwickelung  dièses  fur  die  Befruchtnng  so 
wichtigen  Organs  ist  wie  die  der  Integumente  stehen  geblieben. 
Aus  allen  diesen  abweichenden  morphologischen  Verhâltnissen 
und  besonders  aus  der  nachstehend  beschriebenen  cytologischen 
Untersuchung  der  Geschlechtsapparate  geht  schon  mit  ziem- 
licher  Sicherheit  hervor,  dass  eine  Befruchtung  des  weiblichen 
Apparates  unmôglich  geworden  ist. 

b.   Cytologie. 

Das  cytologische  Studium  der  Geschlechtsapparate  der  kleinen 
Bliiten  zeigt  einen  Stillstaud  der  Entwicklung  auf  primitiver 
Stufe   und   eine   gânzliche   Degeneration  der  Geschlechtszellen. 

Betrachten  wir  zuniichst  den  weiblichen  Geschlechtsapparat, 
so  finden  wir,  dass  sich  die  normalerweise  etwa  6  Zellschichten 


1)  Yergl.  hieifur  Beschreibung  der  Samenknospenentwickelung,  S.  66. 
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unterhalb  des  Dermatogens  gelegene  Archesporzelle  in  einigen 
Fâllen  ûberhaupt  nicht  von  clen  umgebenden  Nucelluszellen 
differenziert.  In  den  meisten  Filllen  ist  eiue  Archesporzelle  noch 
dentlich  sichtl)ar;  sie  ist  aber  imnier  schon  degeneriert  und 
die  gefârbten  Prâparate  zeigen  ein  zn  Grande  geheu  der  Zelle. 
In  solchen  Prâparaten  ist  das  Plasma  meist  duukel  gefârbt  und 
der  grosse  Kern  anffallend  chromatinarm  (Taf.  X,  Fig.  61).  Nur 
in  zwei  Fallen  konnte  icli  die  Teilung  des  Kernes  beobachten, 
in  der  Archesporzelle  liegen  dann  zwei  meist  chromatinarme 
Kerne,  wovon  der  eine  viel  kleiner  ist  als  der  andere  (Taf.  X, 
Fig.  60  und  62).  Bei  der  Besprechung  der  Sterilitât  der  nor- 
mal aussehenden  Bliiten  habe  ich  darauf  hingewiesen,  dass  eine 
Degeneration  des  weiblichen  Apparates  in  so  frûhen  Stadien 
selten  stattfindet  und  die  Archesporzelle  noch  vor  Eiutritt  der 
Tetradenteilung  zu  Grunde  geht. 

Bei  den  „Sterretjes"  kommt  niemals  mehr  eine  Tetraden- 
teilung vor. 

Die  Zellen  des  Nucellus  weichen  in  ihrem  cytologischen  Bau 
ebenfalls  vom  normalen  Typus  ab,  indem  sie  aile  mehr  oder 
weuiger  chro matin-  und  plasmaarm  sind  und  manche  von  ihnen 
fast  gar  keine  Kerne  mehr  zeigen. 

Wie  die  Untersuchung  lehrt,  ist  der  mannliche  Geschlechts- 
apparat  nicht  auf  einer  so  primitiven  Stufe  der  Entwicke- 
lung  stehen  geblieben,  bei  der  es  fast  immer  noch  zu  einer 
Bildung  von  Mutterzellen  des  Pollens  kommt,  die  aber  dent- 
lich degeneriert  sind  und  niemals  mehr  Spezialzellen  liefern. 
Das  Plasma  der  Mutterzellen  zeigt  grosse  Vakuolen  ;  der  Kern 
ist  in  klumpenartige  Chromatinmassen  zerfallen,  die  zerstreut 
im  Plasma  liegen  (Taf.  XI,  Fig.  65,  und  Taf.  XII,  Fig.  70). 
In  vielen  Mutterzellen  ist  der  Kern  anffallend  chromatinarm 
(Taf.  XII,  Fig.  71). 

c.   Sind  die  „Sterretjes"  gewôhnliche  reduzierte  Blûten"? 

In  Pflanzerkreisen  ist  ab  und  zu  noch  die  Ansicht  verbreitet 
dass  die  ,,Sterretjes"  bestimmte  Blûten  der  Kafleepflanze  sind, 
die  mit  den  normalen  nichts  zn  tun  haben. 
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Die  Entscheidung  dieser  Frage  dûrfte  nicht  schwer  sein,  wenn 
wir  aile  die  morphologischen  Eigentûmlichkeiten  der  „SteiTetjes" 
mit  denen  der  normalen  Blûten  vergleiclieu  : 

1 .  Es  kommen,  wie  schon  liervorgelioben,  zwisclien  den  normal 
aussehenden,  grossen,  duftenden  Blûten  aile  Ûbergange  bis  zu 
den  kleinen  als  „Sterretjes"  bezeichneten  vor. 

Besonders  klar  tritt  dies  bei  einzeluen  Exemplaren  von  C. 
liherica  zu  Tage. 

2.  Der  anatomische  Bau  der  Kronblâ^tter  der  kleinen  Blûten 
stimmt  genan  ûberein  mit  dem  normaler  Blûten  im  Knospen- 
zustande.  Ancli  die  die  Kronblâtter  ûberziehende  Harzschicht, 
besitzen  die  Kuospen  der  normalen  Bliiten  ebenfalls. 

3.  Die  Antheren  der  „Sterretjes"  sind  nicbt  in  Filament, 
Connectiv  und  Thecae  gesondert,  wie  dies  auch  normalerweise 
in  den  jungen  Stadien  der  Blûtenentwickelimg  der  Fall  ist. 

4.  Die  Narbenlappen  zeigen  dieselben  Eigentûmlichkeiten  wie 
die  normaler  Blûten  in  jungen  Entwickelungsstadien  ;  so  z.  B. 
sind  die  Papillen  in  jungen  Stadien  normaler  Blûten  noch  fest 
mit  einander  verklebt.  Das  Leitgewebe  ist  in  den  jungen  Ent- 
wickelungsstadien der  normalen  Kuospen  nicht  oder  erst  un- 
vollkommen  entwickelt,  wie  das  auch  bei  den  „Sterretjes"  der 
Fall  ist. 

5.  Die  Samenknospen  sind  in  den  „Sterreties"  einfache  nicht 
gebogene,  in  das  Fruchtfach  ragende  Zapfen  genau  wie  in  den 
Anfangsstadien  der  Entwickelung  der  normalen  Knospen.  Von 
Integument  und  Obturator  gilt  dasselbe. 

6.  Auch  die  cytologische  Untersuchung  der  ,,Sterretjes"  lehrt, 
dass  die  Geschlechtsapparate  genau  so  angelegt  werden  wie  bei 
den  normaJen  Blûten  und  nur  auf  sehr  primitiver  Stufe  in 
ihrer  Entwickelung  stehen  geblieben  sind. 

Nach  alledem  bin  ich  zu  der  Anschauung  gokommen,  dass 
die  sogenannten  „Sterretjes"  durcli  bestimmte  Faktoren  frûh- 
zeitig  in  ihrer  Entwickelung  gehemmte  Blûten  darstellen.  Wie 
auch  aus  den  experimentellen  Versuchen  hervorgeht,  sind  sowohl 
die    gewôhnlichen    sterilen,   als  auch   die  kleinen  sterilen,   die 
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sogeDannten  „Sterretjes",  keine  verschiedenen  Blûten,  da  sie 
beide  auf  dieselbe  Art  angelegt  werden.  Die  scliâdlichea  Fak- 
toren  haben  den  einen,  gewôhulichen  sterilen  Blûten  noch  eine 
Eutfaltimg  erlaubt  und  nur  die  Sexualzellen  zerrûttet,  bei  den 
anderen,  den  „Sterretje3",  aber  dermaassen  eingewirkt,  dass 
eine  normale  Entwickelnng  niclit  mehr  môglicli  war. 

DIE  STERILITÂT  IM  ALLGEMEINEN. 

Bevor  wir  znr  Besprechung  der  Sterilitat  nnd  deren  TJrsache 
beim  Kaffeebamne  ûbergehen,  dûrfte  es  niclit  ùberflùssig  sein, 
einen  Augenblick  beim  Studium  der  Sterilitat  im  Pflanzenreiche 
ûberhaupt  zu  verweilen. 

Das  Studium  der  Sterilitat  bei  Pflanzen  ist  erst  jungen  Da- 
tums  ;  bis  jetzt  sind  erst  wenig  Pflanzen  auf  Sterilitat  hin 
geprûft  worden  und  haudeln  die  meisten  derartigen  Arbeiten 
Liber  die  Sterilitat  bei  Bastarden. 

Eingehende  Arbeiten  ûber  die  Sterilitat  bei  Bastarden  ver- 
danken  wir  vor  allem  Tischler.  ^) 

Dieser  Forscher  untersuchte  eingehend  Syringa  chinensis  (Sy- 
ringa  vulgarls  X  S.  persica)  deren  Pollen  sclion  vorlier  Juel  ^) 
studiert  batte.  Ausserdem  untersuchte  Tischler  noch  Cytisus. 
Adami,  ^)  einen  Potentilla-,  Bryonia-  •*)  und  J/iVaôï'fe-bastard, 
sowie  weiter  Ribes-h?i^i^vàQ.  ^) 

Sparlichere  Angaben  sind  ûber  Sterilitat  bei  reinen  Arten 
vorhanden.  De  Vries  berichtet,  dass  bei  Oé^zo/Aerrt-Mutanten 
âhnliche  Stôrungen  im  Geschlechtsapparat  vorkommen  als  bei 
den  sterilen  Hybriden,  wodurch  z.  B.  Oenotkera  lata  vôllig  steril 
geworden  ist.  De  Vriks*^)  gibt  ferner  an,  dass  Sterilitat  bei 
Apfel-  und  Birnensorten,  sterilen  Korinthen  und  Bananen,  sowie 


\)    Zellstudien    an    steiilen    Bastardpflanzen.    —    Arcliiv    fiir    Zellforschung,    Bd.  I, 
Heft   1,  1908. 

2)  Beitrâge  zur  Tetradenteilung.  — Pringsheims  Jahrb.  f.  Wiss.  Botan.,  Bd.  35, 1900. 

3)  Ber.  d.  Deutschen  Botan.  Ges.  Bd.  21,  S.  82—89,  1903. 

4)  Ebenda,  Bd.  24,  S.  83—96.  1906. 

5)  L.  c. 

6)  Die  Mutationstheorie.  —  Leipzig  1901—1903,  Bd.  1,  S.  137. 
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bei  einigen  Erdbeersorten  uiicl  bestimmten  Maisvarietaten  durch 
Mutation  entstanden  ist.  Lotsy  *)  macht  auch  schon  auf  die 
Âhnlichkeit  mit  den  Hybriden  aufmerksam  und  erwâhnt  die 
Ansicht  Korshinskis,  nach  dem  der  Geschlechtsapparat  der  Mu- 
tanteu  srestôrt  sei. 

o 

Wie  selir  die  Sterilitât  der  Hybriden  und  die  der  Mutanten 
miteinander  verbunden,  d.  h.  einander  ausserordentlicli  âhnlich 
ist,  beweist  schon  der  Umstand  dass  Bateson  ^),  ihrer  Sterilitât 
wegen,  Oenoihera  Lamarchiana  als  eine  Hybride  betraclitet, 
wâhrend  Geerts  ^)  die  Sterilitât  als  eine  Mutation  auffasst;  er 
betrachtet  die  Sterilitât  der  Pollenkorner  und  die  der  Samen- 
knospen  als  zwei  voneinander  unabhângige  Mutationen. 

Ausserdem  gelang  es,  Sterilitât  an  verscbiedenen  apogamen 
Pflanzen  zn  konstatieren,  z.  B.  Rosenberg"*)  a.n  H ieraciiim  e.vceka. 
Das  Studium  der  Cytologie  von  Syringa  chinensis  und  einem 
Pc-fe^i^iV/rt-Bastard  hat  das  bedeutungsvolle  Ergebniss  gezeitigt, 
dass  die  Sterilitât  des  Bastardes  nicht  ihren  Grund  in  der 
Bastard-Natur  hat,  sondern  einfach  von  einem  oder  von  den 
beiden  Eltern  ererbt  sein  kanu. 

Fur  die  Bastardsterilitât  hat  besonders  die  Théorie  der  Chro- 
mosomen-Unvertrâglichkeit  Haeckers  ^)  viel  Anhânger  geworben, 
die  aber  jeder  experimentellen  Untersuchung  entbehrt;  Gtates*^) 
sagt  darùber:  ,,Thus  it  appears  that  the  cause  must  be  sought 
in  some  more  wide-spread  phenomenon  in  the  hybrid,  causing 
gênerai  lack  of  nutrition  of  the  parts  which  degenerate."  Auch 
TiscHLER  ')  konimt  bei  seinen  Untersuchungen  zu  dem  Schlusse, 


i)  Voilesungen  iiber  Descendenztheorien  mit  besonderer  Beiiicksiclitigung  der 
botanischen  Seite  der  B'rage,  gehalten  an  der  Reichsuniversitat  zu  Leiden.  —  Teil  1, 190G. 

2)  Report  to  the  évolution  Committee.  London,  1902,  S.  153. 

3)  L.  c,  S.   103. 

4)  Ueber  die  Etnbryoentwicklung  in  der  Gattung  llievucium.  —  lier.  d.  D.  Botan. 
Ges.,  Bd.  24,  1900. 

5)  Bastardierung  und  Geschlechtszelienbiidung.  Ein  kiitisches  Référât.  —  Zool. 
Jahrbucher,  Suppl.  7,  S.  16-1—200,  1904. 

G)  Pollen-development  in  hybrids  of  Oenot/iera  lala.,  0.  Lamarch'uuut^  and  its 
relations  to  mutation.  —  Ibt.  Gaz.,  Vol.  43,  1907. 

7)  Untersucluingen  ûber  die  Entwicklung  des  Banunen-Pollens.  I.  —  Arcliiv.  fiir 
'Zellforschung,  Bd.  5,   lleft  4,  S.  G22. 
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„dass  die  Sterilitât  der  Hybriden  keinen  pvinzipiellen  Gegen- 
satz  zu  einer  solchen  bei  Nichthybriden  zu  bedeuten  braucht, 
dass  wenigstens,  soweit  morphologisch-cytologische  Daten  in 
Frage  konimen,  aile  die  von  mir  und  anderen  gesehenen  Un- 
regelmâssigkeiten  bei  der  Entwickelnng  der  Sexualzellen  auch 
diirch  andere  Ursachen  als  das  Nichtznsammenpassen  der  zwei  in 
der  Hétérozygote  vereinigten  verschiedengeschlechtlichen  Kern- 
anteile  hervorgerufen  sein  kônnten".  Die  Versuche  Tischlers 
an  einem  Potentilla-ha,Bta.Yà  haben  gezeigt,  dass  „sclion  bei  dem- 
jenigen  Elter,  der  fur  gewôhnlich  nur  gnte  Pollenkôrner  lier- 
vorbringt,  durch  den  Kultureinfluss  scliwere  Stôrungen  einge- 
treteu  sind"  imd  dies  „bei  dem  Bastard  noch  weit  mebr  der 
Fall  ist". 

Hiermit  sind  wir  bei  dem  grossen  Gebiet  der  Sterilitât  bei 
Kulturpflanzen  angelangt.  Darwin  ')  gebùhrt  das  Verdienst 
zuerst  anf  die  Sterilitât  bei  Knlturpflanzen  aufmerksam  gemacht 
zii  haben;  er  betrachtete  die  Kultur  als  einen  Hauptfaktor  der 
Sterilitât.  Die  Kulturpflanzen  sind  solchen  unnatûrlichen  Lebens- 
bedingungen  ausgesetzt,  das  es  weiter  nicht  Wunder  ninimt, 
wenn  die  Geschlechtsorgane  darunter  leiden. 

GuiGNARD^)  liebt  hervor,  dass  unter  den  von  ihm  kultivierten 
reinen  Ckmatis- Arien  Sterilitât  auftrat,  sodass  er  schv^^erlich 
im  Stande  w^ar,  die  wirklichen  Bastarde  herauszufinden. 

WiLLE  ^)  spricht  ebenfalls  ûber  die  verânderten  âusseren  Ver- 
hâltuisse;  er  sagt:  „Die  Stôrungen  in  der  inneren  Organisation, 
welche  durch  die  verânderten  Verhâltnisse,  unter  welclie  die 
Pflanzen  durch  die  Kultur  kommen,  hervorgerufen  werden,  kôn- 
nen  also  so  durchgreifende  sein,  dass  sie  auf  Telle  einwirken, 
welche  sonst  bei  der  ganzen  phylogenetischen  Entwicklung  sich 
am  meisten  unverândert  erhalten  haben". 


1)  Das  Variieron  der  Tiere  und  Pflanzen  im  Zustande  der  Domestikalion  (Ueber- 
setzung  \'on  Carus)  Bd.  I  u.  II,  Stuttgart,  1868. 

2)  Observation  sur  la  stérilité  comparée  des  organes  réproducteurs  des  hybrides 
végétaux.  —  Bull.  d.  1.  Soc.  bot.  de  Lyon,  4  année.,  S.  66  -  78,  1887. 

3)  Ueber  die  Entwickelungsgescliiclite  der  Pollenkôrner  der  Angiospermen  und  das 
Wachstura  der  Membranen  durch  Intussusception.  —  Christiania  Vid.  Selsk.  Forhand., 
No.  5,  1886.  Nach  Citât  von  Tischler. 
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Wichtig  sind  dann  noch  die  Angaben  von  Familler,  wonach 
die  verschiedenen  Stufen  des  Verkiimmerns  der  Geschleclits- 
organe  der  Kultnrpflanzen  auch  cytologisch  nachgewiesen  wer- 
den  kônnen. 

Ohne  Zweifel  spielen  die  âusseren  Verhâltnisse  bei  der  Bil- 
dung  der  Geschlechtszellen  eine  grosse  Rolle. 

Vorhin  wurden  die  Versuche  Tischlers  in  dieser  Hinsicht 
erwahnt  und  kûrzlich  hat  Wulff  ')  die  Sterilitât  der  rein  en 
Arten  von  Potentillen  der  verschiedenen  Standorte  als  durch 
ânssere  Verhâltnisse  bedingte  aufgefasst.  Auch  Lidforss  ^)  hat 
vor  einiger  Zeit  bereits  gezeigt,  wie  empfindlich  der  Pollen  gegen 
ânssere  ungûnstige  Verhâltnisse  ist  und  Tischler,  der  neuerdings 
die  Pollensterilitât  der  Musa  genauer  erforschte,  kommt  zu  dem 
Schlusse,  dass  „denn  wohl  auch  die  Erscheinungen  bei  Musa 
unter  die  Rubrik  der  Beeinflussung  durch  âussere  Agentien 
fallen". 

Wie  fruchtbar  erscheint  das  Studium  der  Sterilitâtsursachen 
von  diesem  Gesichtspunkte  ans  bètrachtet,  gegenûber  derojenigen, 
wo  zu  deren  Erklârung  theoretische  Spekulationen  herangezogen 
wurden,  die  zu  beweisen  unmôglich  sind. 

Es  ist  bis  jetzt  zu  wenig  versucht  worden,  die  Sterilitât  als 
durch  âussere  Faktoren  bedingt  zu  si-udieren  und  experimentell 
zu  erzeugen  ;  die  schônen,  uns  durch  Klebs  an  die  Hand  ge- 
gebenen  Methoden  dûrften  bei  dem  experimentell  en  Studium 
der  Sterilitâtsursachen  noch  sehr  viele  wichtige  Aufschlûsse 
liefern. 

Bekanntlich  hat  dieser  Forscher  deutlich  gezeigt,  dass  man 
es  durch  verschiedenen  Kulturbedingungen  hâufîg  in  der  Macht 
hat,  Blùten  in  ihrer  Entwicklungsrichtung  zu  ânderen.  So  ist 
es  Klebs  ^)  gelungen,  bei  Sempervivum  durch  Verletzung  und 
Verdunkelung,    in    Verbindung    mit    Temperaturânderung    und 


1)  Ueber    Pollensterilitât   bei   Potenl'dla.   —   Oesterr.   botan.   Zeitschr.,   Bd.    LIX, 
S.  384—393,  415—424.  1909. 

2)  L.  c. 

3)  Ueber   Vai-iationen   der    Bluten.  —  Piingsheiiiis  Jabrb.  f.  wiss.  Botan.,  Bd.  42, 
S.  155—320,  1905. 
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CoRRENS  ')  bei  Sature ja  Kontabeszenz  cler  Anthereu  zii  erzielen. 
An  tropischen  Kulturpflauzeu  sind  Untersuchungen  ùber  Ste- 
rilitât  noch  selten  angestellt  worclen.  Eioe  Mitteilnng  von  Wak- 
KER  2)  zeigt,  wie  bei  Zuckerrohr  duvcli  Knltnr  Sterilitât  hervor- 
gerufen  wird;  er  fand  bei  den  wilden  nnd  halbwilden  Fornien 
noch  gar  keine  Abnormitâteu,  dagegen  bei  m  Clieribonrohr,  sowie 
bei  auderen  in  Kultur  genommenen  Rassen,  starke  Stôrungen 
in  den  Geschlechtszellen,  die  sogar  so  weit  gehen,  dass  bestimmte 
Rassen  ûberhaupt  keine  Blûten  mehr  produzieren. 

DIE  URSACHE  DER  STERILITÂT  BEIM  KAFFEEBAUME. 

Fassen  wir  hier  zunâchst  C.  arabica  ins  Auge,  bei  der  Steri- 
litât eine  hâufige  Erscheinung  ist.  Die  Untersuchungen  auf  den 
Heterozygotismus  dieser  Pflanze  hin  zeigen  auf  das  deutlichste, 
dass  wir  es  hier  nicht  mit  einem  Bastard  zu  tun  habeu. 

Nan  bleibt  noch  die  Frage  offen,  ob  die  partielle  Sterilitât 
vielleicht  durch  Mutation  entstanden  sein  kônnte.  Tatsâchlich 
sind  Mutationen  bei  dieser  Kaffeesorte  wahrgenommen  worden  ; 
wenigstens  kônnen  wir  mit  ziemlicher  Sicherheit  annehmen, 
dass  die  Maragogype-Varietât  durch  Mutation  entstanden  ist. 
Im  Jahre  1870  wurde  dièse  Pflanze  in  einer  Kaffeepflanzung 
in  Brasilien  zwischen  Samlingen  der  typischen  C.  arabica  wahr- 
genommen. Auch  hier  auf  Java  verdanken  einige  Varietâten 
wahrscheinlich  Mutation  ihre  Entstehung  (z.  B.  C.  arabica  var. 
monosperma,  C.  arabica  var.  angustifolia  und  var.  votundi folio). 
Da  nun  Mutationen  bei  C.  arabica  ab  und  zu  beobachtet  wur- 
den,  kônnten  wir  die  Sterilitât  als  ibre  Folge  betrachten;  der 
Umstand  aber,  dass  die  Sterilitât  eine  so  hâufige  Erscheinung 
ist  und  obendrein,  wie  die  Beobachtung  lehrt,  in  den  verschie- 
denen  Jahren  und  in  bestimmten  Gegenden  an  ein  und  dem- 
selben   Baume   sehr  variieren  kann,   so  erscheint  es  doch  viel 


\)  Zur  Kenntnis  der  Geschleclitsformen  polygamer  Blîitenpflanzen  und  ilii'e  Beein- 
flussbarkeit.  —  Pringsheitns  Jahrb.  f.  wiss.  Bot,  Bd.  44,  S.  122—173,  1907. 

2)  Die  generative  Vermehrung  des  Zuckerrohi's.  —  Botan.  Centralbl.,  Bd.  05, 
S.  37—42,  1896. 
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plausibler,  die  Sterilitât  al  s  eine  Folge  von  ungûnstigen  âus- 
seren  Bedingnngen  zu  betracliten.  Id  einer  statistischen  Abhand- 
lung  gibt  BuRCK  ûbersichtliche  Tabellen  uber  die  Produktion 
des  arabischen  Kaffees  auf  Java,  ans  denen  bereits  mit  Dent- 
lichkeit  hervorgeht,  dass  eine  ûbermâssige  Feuelitigkeit  wâhrend 
der    Blûteperiode   sehr   uQgûnstig  anf  die  Produktion  einwirkt. 

Von  C.  liherica  sind  ebenfalls  Angaben  nber  verminderte 
Produktivitât  infolge  nngûnstiger  ânsserer  Faktoren  vorhanden, 
die  aber  nicht  so  deutlich  sind  wie  die  fur  C.  arabica  gemach- 
ten,  wahrscbeinlich  weil  C.  liberica  weniger  empfindlich  ist. 
Trotzdem  haben  meine  Versuche  unzweideutig  gelehrt,  dass 
C.  liberica  ein  ansgezeichnetes  Objekt  ist,  um  experimentell  die 
schâdlichen  Einflusse  ânsserer  Faktoren  auf  den  Geschlechts- 
apparat  nachznweisen. 

Was  die  Sterilitât  der  Kali  Mas-Bybride  anbelangt,  so  variiert 
dièse  ebenso  v^ie  die  der  Elteru,  sowohl  in  den  verschiedenen 
Jaliren  als  aucli  in  den  verschiedenen  Gegenden.  Die  Sterilitât 
hier  als  eine  Folge  der  Hybridennatur  aufzufassen  ist,  nicht 
notvvendig,  da  sie  einfach  ein  Erbteil  der  beiden  Eltern  sein 
kann.  Dass  auch  bei  dieser  Hybride  die  ungûnstigen  âusseren 
Faktoren  stôrend  auf  die  Geschlechtszellenbildung  einwirken 
geht  ans  meinen  Versuchen  hervor. 

Da  wir  durch  Expérimente  die  Pflanzen  steril  machen  kônnen, 
und  zwar  indem  wir  sie  ungûnstigen  Wachstumsbedingungen 
aussetzen  und  dabei  die  Geschlechtszellen  in  ihrer  Entwickelung 
hemmen,  dûrfen  wir  mit  grosser  Wahrscheinlichkeit  annehmen, 
dass  anch  bei  den  kultivierten  KaflPeesorten  die  partielle  Steri- 
litât durch  âussere  Einflusse  entstanden  ist  ^). 


1)  Bei  anderen  liier  im  Buitenzorger  Botanischer  Garten  vorkommenden  Rubiaceen 
(besonders  Pavclla- kvicn)  liabe  ich  ebenfalls  Sterilitât  konstatieren  kônnen  und  zwar 
bei  Arten  die  in  ihrer  Heimat  gânzlich  fertil  sind.  Einiges  hieriiber  holfe  ich  spiiter 
publizieren  zu  kônnen. 
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EXPERIMENTELLE  VERSUCHE  ÛBER  DEN  EINFLUSS  DER 

ÂUSSEREN   WACHSTUMSBEDINGUNGEN   AUF   DIE  BILDUNG 

DER  GESCHLECHTSORGANE  BEI  C.  LIBERICA, 

G.  ARABICA  UND  DER  KALI  MAS-HYBRIDE. 

Sâmmtliche  in  meinem  Versuchsgarten  ansgefûbrten  Versnche 
mussten  leider  frûhzeitiger  abgebroclien  werden  al  s  ich  dies 
wûDschte,  so  dass  sie  eigentlich  kein  abgeschlossenes  Ganzes 
darstellen;  vielleicht  sind  sie  aber  im  Stande,  Anderen  einige 
Handliaben   zu  bieten,   auf  diesem  Gebiete  weiter  zu  arbeiten. 

Da  die  Kaffeepfianze,  wie  schon  eiomal  betont,  erst  nach 
einer  Reibe  von  Jahren  in  das  blûtenreife  Alter  kommt  und 
dann  meist  scbon  ein  stattlicher  Banai  geworden  ist,  wird  die 
Durcbfûbrung  der  Versuche  sebr  erschwert,  ja  manchmal  gânz- 
licli  unmôglich  gemacht.  Dazu  kommt  noch  der  Umstand,  dass 
die  Kaffeepflanze  eine  sebr  empfindliches  Gewâchs  ist,  so  dass 
beim  Verpflanzen  in  Tôpfe,  was  fur  die  Versuche  hâufig  not- 
wendig  erscbien,  unliebsame  Enttâuscbungeu  erlebt  wurden. 
Immerbin  gelang  es  mir  doch  ziemlicb,  eiuen  Eiublick  ûber  den 
Einfluss  verschiedener  ausseren  Bedingungen  auf  die  Ausbildung 
der  Blùten  und  besonders  der  Geschlechtsorgane  zu  erbalten. 

a.  Einfluss  der  Belichtung. 

Anfang  1910  wurden  drei  zwei-jâhrige  izôen^-pflanzen  in  fast 
vôllige  Dunkelbeit  gebracht,  indem  ich  um  die  Baume  ein  aus 
Geflecht  hergestelltes  Hâuschen  bauen  lies,  die  zwecks  Begies- 
sung  gelûftet  werden  konuten.  Zur  Kontrolle  wurden  gleich- 
alterige  Bâumen  ausgewâhlt,  die  nur  von  oben  gegen  Regen 
geschûtzt  und  ebenso  gegossen  wurden  wie  die  Verdunkelten. 
Die  Pflanzen  wiesen  zur  Zeit  als  sie  unter  Behandlung  kamen, 
ganz  winzige  Blûtenknospen  auf,  deren  cytologische  Unter- 
suchung  zeigte,  dass  im  Nucellus  eine  Teilung  des  Archespor- 
kernes  noch  nicht  ein  getreten  war  und  sicli  in  den  Antheren 
ûberhaupt  noch  keine  Archesporzellen  differenziert  hatten. 

N"ach  10  Tagen  wurden  einige  inzwischen  grôsser  gewordene 
Knospen  fixiert  und  cytologisch  untersuchfc.  Eine  Beeinflussung 

Ann.  Jard.   Bot.   Buitenz.  2e  Sér.  Vol.  X  10 
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durch  die  Verdunkelimg  war  nicht  zu  bemerken.  Ans  dem  weib- 
lichen  Archespor  liatte  sicli  normalerweise  ein  Embryosack  ge- 
bildet,  in  dem  gerade  die  Kernteilungen  stattfauden.  In  den 
Antheren   waren   Pollen  m  utterzellen  normalerweise  vorhanden. 

Der  Versnch  wnrde  noch  weitere  10  Tageu  durchgefùhrt, 
um  éventuelle  Unregelmâssigkeiten  in  der  weiteren  Eutwicke- 
lung  der  Sexualzellen  zu  konstatieren. 

Nach  Ablauf  dieser  10  Tage  ôffneten  sich  die  inzwischen  stark 
vergrôsserten  Blûtenknospen  nicht  mehr,  sondern  fielen  geschlos- 
sen  ab.  Die  cytologische  Untersuchung  der  Sexualapparate  ergab, 
dass  im  weiblichen  Apparat  ein  normal  ausseliender  Embryo- 
sack vorhanden  war,  vv^âhrend  sich  im  mannlichen  ïeil  der 
Blute  zwar  noch  Spezialmutterzellen  des  Pollens  gebildet  hatten, 
die   Pollenbildung   aber  nicht  mehr  zu  Stande  gekommen  v^ar. 

Eine  Kontrolle  der  normal  belichteten  Pflanzen  zeigte  schon 
verschiedene  geôffnete  Blûten  mit  normal  ausgebildeten  Ge- 
schlechtsapparaten. 

Ich  hatte  eigentlich  erwartet,  dass  sich  die  Knospen  der  ver- 
dunkelten  Pflanzen  im  dem  stark  herabgeminderten  Lichte  noch 
ôffnen  wûrden,  da  dies  bei  verdunkelten  Pflanzen,  die  vor  dem 
Verdunkeln  schon  Blûtenknospen  gebildet  hatten,  hâufig  der 
Fall  ist.  Die  Kaffeeblùten  sind  aber  fur  schwaches  Licht  sehr 
empfindlich,  da  sie  sich,  wie  ich  hâufig  beobachten  konnte,  sogar 
im  Zimmer,  vs^o  doch  verhâltnismâssig  viel  Licht  eintreten  kann, 
bereits  nicht  mehr  ôffnen.  Nun  ist  allerdings  die  Liberia-Ka,&ee- 
blûte  darin  bedeutend  empfindlicher,  als  z.  B.  die  Robusta-Blûte. 

Derselbe  Versuch  wurde  auch  mit  C.  arabica  und  der  Kali 
Mas-Hybride  mit  dem  gleichen  Résultat  ausgefûhrt. 

Nach  dem  Versuch  erfolgte  wieder  eine  normale  Belichtung 
der  behandelten  Pflanzen,  da  sie  sonst  bald  zu  Grunde  gehen 
wûrden.  Die  Versuchspflanzen  verloren  bald  nach  dem  Versuche 
zahlreiche  Blatter,  die  aber  bald  v^ieder  ersetzt  wûrden. 

Ende  April  erfolgte  bei  5  von  den  9  Versuchspflanzen  (2  C. 
llberica,  1  C.  arabica  und  zwei  Exemplare  der  Kali  Mas-Hybride) 
wieder  ein  neuer  Ansatz  von  Blûtenknospen  und  konnte  der 
Versuch  wiederholt  werden.  Nach  10-tiigiger  Verduukelung  wareu 
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die  Knospen  kleiner  als  im  ersten  Versuch,  die  cytologische 
Untersuchung  zeigte  aber  jetzt  bereits  merkbare  Stôrungen  in 
der  Ausbildung  der  Geschlechtszellen.  Die  Blûtenknospen  waren 
vielfach  frùhzeitig  in  geschlossenem  Zustande  abgefallen  ;  ihre 
cytologische  Untersuchung  ergab,  dass  in  den  meisten  Fallen 
noch  eine  Tetradenteilung  stattgefundeu  hatte,  die  Zelleu  aber 
anfîngen  zu  schrumpfen;  das  Plasma  hatte  sich  von  der  Mem- 
bran  abgezogen  und  ftlrbte  bei  der  Tinction  auffallend  dunkel, 
die  Kerne  sahen  anscheinend  normal  aus.  In  solchen  Prâparaten 
waren  die  4  Zellen  schon  mit  schwacher  Vergrôsserung  als 
dunkler  Streifen  sichtbar. 

Bei  vielen  Blûtenknospen  der  Kali  Mas-Hybride  konnte  noch 
eine  normale  Embryosackentwicklung  konstatiert  werden.  Wes- 
halb  hier  die  Entwickluug  nicht  so  frùhzeitig  gehemmt  worden 
war  als  bei  den  beiden  reinen  Arten,  verniag  ich  nicht  zu  sagen. 
In  den  Antheren  der  Knospen  der  Versuchspflanzen  fanden  sich 
zahlreiche  unregelmâssig  begrenzte,  sich  dunkel  fârbende  Pollen- 
kôrner,  die  sich  bei  Aussaatversuchen  als  steril  erwiesen.  Auch 
bei  den  Blûtenknospen  der  Kali  Mas-Hybride  war  eine  Dege- 
neration  der  Pollenkôrner  eingetreten. 

Die  Kontrolpflanzen  wiesen  auch  diesnial  ganz  normal  sich 
ôfifnende  Blûten  auf. 

Von  den  5  Versuchspflanzen  gingen  mir  dann  infolge  Krank- 
heiten  3  eiu  (in  zw^ei  Fallen  war  die  Ursache  des  Absterbens 
Corticiimi  javanicum  und  im  einen  Falle  unbekannt),  sodass  die 
Versuche  nur  noch  mit  einem  Exemplar  von  C.  liberica  und 
einem   von   der   Kali  Mas-Hybride  fortgesetzt  werden  konnten. 

Die  dritte  Wiederholung  des  Versuches  geschah  Anfangs  Juli. 
Die  Pflanzen  wurden  in  der  oben  beschriebenen  Weise  verdunkelt 
und  begossen.  Das  Résultat  dièses  Versuches  war  wieder  ein  ft-ùh- 
zeitiges  Abfallen  der  jungen  Blûtenknospen,  das  aber  weniger 
stattgefundeu  hatte  als  in  den  beiden  vorigen  Versuchen,  ein 
Vorgang,  den  ich  nicht  mehr  weiter  verfolgen  konnte.  Die  cyto- 
logische Untersuchung  erbrachte  den  interessanten  Nachweis, 
dass  die  Entwickluug  der  Geschlechtszellen  schon  wieder  frûher 
sistiert  war  als  im  vorigen  Versuch.  Im  weiblichen  Geschlechts- 
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apparat  erwies  sich  die  Arcliesporzelle  meist  schon  degeneriert, 
das  Plasma  hatte  sich  stark  kontrahiert  uud  tingierte  sich  dunkel, 
der  Kern  war  unregelmâssig  begrenzt  und  im  dunklen  Plasma 
schwer  aufzufinden. 

Die  FortsetzuDg  der  Versuche  mit  denselben  Bânmen  war 
jetzt  nicht  mehr  môglich,  da  sie  ihre  Blâtter  verloren  und  fast 
ganz  kahl  standen. 

Jedenfalls  war  ans  diesen  Versuchen  der  schâdliche  Einfluss 
des  stark  herabgeminderten  Lichtes  auf  die  Ausbildung  der  Blute 
im  Allgemeinen  und  der  Geschlechtszellen  im  Besonderen  her- 
vorgegangen  und  zwar  hat  sich  gezeigt,  dass  wiederholte  Ein- 
wirkung  auf  die  jedesmal  neu  gebildeten  Blûtenknospen  eine 
immer  stârkere  schâdliche  Wirkung  ausùbt,  was  auch  cytolo- 
gisch  in  den  weiblichen  und  mânnlichen  Sexualapparaten  genau 
zu  verfolgen  ist. 

Intéressant  ist  es,  wie  beim  Kaffeebaum  und  zwar  besonders 
bei  C.  liberica  die  Blûtenknospen  auf  die  Verdunkelung  fast 
aile  in  gleichem  Masse  reagieren;  man  findet  selten  eine  Blute 
sich  weiter  entwickeln  als  eine  andere. 

Aus  den  oben  beschriebenen  Versuchen  darf  natûrlich  nicht 
gefolgert  werden,  die  Verdunkelung  wirke  allein  dii-ekt  auf  die 
Ausbildung  der  Blûten  und  ihre  Geschlechtszellen  ein.  Die  sich 
hierbei  abspielenden  Prozesse  sind  jedenfalls  nicht  so  einfacher 
Natur.  Es  sei  hier  nur  daran  erinnert,  dass  durch  die  Verdun- 
kelung die  photosynthetische  Nahrungsbereitung  gehemmt  und 
hierduch  eine  vôllige  Entwicklung  der  Blùteu  unmôglich  gemacht 
wird.  Es  wûrde  aus  dem  Rahmen  der  Arbeit  fallen,  dièse  Pro- 
blème hier  weiter  zu  erôrtern,  ich  verweise  hierfùr  auf  die 
Arbeiten  von  Sachs  i),  Vôchting  2),  Goebel^),  Klebs '*),  Loew '^), 
Fischer  ^)  u.  A. 


1)  Stoff  und  Form  der  Pflanzenorgane.  —  I  A.rb.  d.  Botan.  Instituts  in  Wiirzburg 
2  B.,  1892  und  Gesammelte  Abhandiungen  2  WA. 

Ueber   die   Wirkung    der   ultravioletten    Strahlen    auf  die   lilûtenbildung.    —  Arb. 
d    Botan.  Instituts  in  Wiirzburg,  1887. 

2)  Ueber  den  Einfluss  des  Lichtes  auf  die  Ge.staltung  und  Anlage  der  Blûten,  — 
Piingsheims  Jahi'b.  f.  wiss.  Botan.,  25  Bd.,  1893. 

Fur  die  Fu.ssnoten  3,  4,  5,  G  siebe^Seite  149. 
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Die  Frage,  wie  die  Verdunkelung  einwirkt,  ist  in  praktischer 
Hinsicht  von  geringerer  Bedeutimg;  die  Hauptsache  ist,  zu  be- 
weisen,  dass  schlechte  Lichtverbâltnisse  die  Sterilitat  hervor- 
rufen  kônuen. 

Es  dùrfte  uun  der  Einwand  erhoben  werden,  eine  Yermin- 
derung  des  Licbtes,  so  wie  icb  sie  auf  die  Bilume  habe  einwirken 
lassen,  kommt  in  der  Natur  niemals  vor,  da  in  einer  beschatte- 
ten  Pflanzung  immerhin  bedeutend  mehr  Licht  zu  den  Bâumen 
gelangen  kann.  Es  kam  mir  aber  gar  nicht  darauf  an,  zu  ent- 
scheiden,  bei  welcber  Intensitât  des  Lichtes  noch  eine  vôllige 
EntwickluDg  und  bei  welcher  eine  solche  nicht  mehr  niôgUch 
ist,  ûbrigens  eine  Frage  von  grosser  Bedeutung,  sondern  darum, 
zu  entscheiden,  ob  ûberhaupt  das  Licht  hier  einen  grossen 
Einfluss  ansûbt. 

Um  die  Frage  zu  beantworten,  bei  welcher  Lichtintensitât 
noch  eine  normale  Entwicklnng  stattfindet,  mùsste  man  genaue 
photometrische  Methodeu  ')  anwenden,  wozu  nus  Wiesner  ^) 
wertvolle  Beitrâge  geliefert  hat. 

Die  Tatsache,  dass  sich  hâufig  Blûten  von  C.  Uherlca  im 
Zimmer,  wo  doch  noch  verhâltnismâssig  viel  Licht  eintreten 
kann,  nicht  mehr  ôffneu,  beweist  schou  ihre  grosse  Empfindlich- 
keit;  natûrlich  spielen  auch  hierbei  individuelle  Schwankungen 
eine  grosse  Rolle. 

Noch  ein  anderer  Umstand  verdient  hier  Berûcksichtigung. 
Auf  Java  wird  die  Kaffeepflanze,  besonders  6.  arabica,  auf 
grossen   Hôhen   knltiviert,  wo  die  Temperatur  niedriger  als  in 
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Die  kleistogamen  Bliiten  iincl  die  Anpassungstheorien.  —  Biolog.  Centralbl  ,  '24  Bd., 
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2)  Photometrische  Untersuchungen  auf  pflanzenphysiologischem  Gebiete.  —  Sitzungs- 
ber.  d.  Wiener  Akad.  d    Wiss.  Math.  Naturw.  Kl,  90,  1893-1905. 
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anderen,  tiefer  gelegenen  kaffeeproduzierenden  Gegenden  ist.  Das 
Lichtbedûrfnis  dieser  in  grôsseren  Hôhen  wachsenden  Pflanzen 
wird  ein  grôsseres  sein  als  das  der  in  niedrigeren  Gegenden 
vorkommenden,  da,  nach  den  Gesetzen  Wiesners,  das  Lichtbe- 
dûrfnis der  Pflanzen  mit  abnehmender  Temperatur  wachst.  So 
dûrften  vielleicht  Baume,  die  unten  mit  deni  Lichte  auskommen, 
in  den  hôheren  Gegenden  unter  denselbeu  Lichtverhâltnissen 
nicht  mehr  gedeihen.  Es  ist  mir  z.  B.  aufgefallen,  dass  in  Ost- 
Java  in  verhaltnissmâssig  grosser  Hôhe  C.  arabica  wenig  Blûten 
trâgt  und  dann  hâufig  nui*  noch  die  sogenannten  ,,Sterretjes"; 
vielleicht  ist  dièse  Kalamitât  zum  Teil  de  m  Mangel  an  Licht 
zuzuschreiben. 

b.  Einfluss  der  Bodenfeuchtigkeit, 

Wie  erwahnt,  wurde  von  Burck  schon  statistisch  nachge- 
wiesen,  dass  die  Produktion  des  Kaffeebaumes  in  feuchten 
Jahren  durchsclmittlich  kleiner  ist  als  in  den  trockneren.  Die 
Frage  nach  dem  Einfluss  der  Feuchtigkeit,  hier  Bodenfeuchtig- 
keit, auf  die  Ausbildung  der  Blûten  und  Geschlechtszellen  musste 
daher  einmal  experimentell  geprûft  werden. 

Zu  diesem  Zwecke  operierte  ich  wieder  mit  C.  llberica  und 
mit  der  Kali  Mas-Hybride. 

Zur  Verwendung  kamen  krâftige,  gesunde,  3-jâhrige,  blùh- 
reife  Baume.  Um  die  Feuchtigkeit  des  Bodens  genau  regeln  und 
bequem  kontrollieren  zu  kônnen,  wurden  die  Versuchsbâume  in 
grosse  Tôpfe  gebracht. 

Nachdem  die  Pflanzen  ganz  winzige  Blûtenknospeu  zu  bilden 
anfingen,  was  natûrlich  nicht  bei  allen  Exemplaren  gleichzeitig 
der  Fall  war,  kamen  die  Tôpfe  bis  etwa  10  cm  unter  dem 
oberen  Rande  in  mit  Wasser  gefûllte  Bottiche  zu  stehen;  das 
Wasser  wurde,  jenachdem  es  aufgenommen  oder  verdampft  war, 
wieder  ersetzt.  Die  Baume  standen  auf  dièse  Weise  zur  Zeit  der 
Blûtenbildung  in  sehr  feuchtem  Boden. 

Der  Verlauf  der  Knospenbildung  war  bei  den  Versuchspflanzen 
ausserlich  zunachst  normal  und  nicht  nennenswert  von  dem 
der   Kontrollpflanzen   verschieden.   Nur  glaubte  ich  festgestellt 
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zu  haben,  dass  sicli  die  Blûten  der  Versuchsbâume  etwas  frûher 
ôffneten  als  die  der  KontroUpflauzen,  doch  zeigten  hierin  die 
verschiedenen  Bilimie  kleinere  Unterschiede.  Einige  Knospen 
fieleii  frûbzeitig  ab,  aber  die  meisten  ôfifneteu  sich  normaler- 
weise.  Die  cytologische  Untersuchung  der  Geschlechtsapparate 
ergab  nichts  abnormales. 

Nacb  Beendigimg  dièses  Versuches  kamen  die  Tôpfe  wieder  ans 
dem  Wasser,  da  sonst  Faulniss  der  Wurzeln  zu  befûrchteii  war. 

Der  Versuch  konnte  noch  einmal  wiederholt  werden,  nachdem 
die  Baume  wieder  kleine  Blùtenkuospen  zu  bilden  anfîngen. 
Dieser  zweite  Versuch  zeigte  uun  deutlicher  als  der  erste,  dass 
sich  die  Kuospen  der  Versuchsbâume  viel  frûher  ôffneten  als 
die  der  KontroUpflanzen.  Dièse  Tatsache  kam  mir  nicht  so 
ûberraschend  vor,  da  ich  frûher  schon  die  Erfahrung  machte,  dass 
Regen  bei  dem  Offneu  der  Kaffeeblûte  eine  grosse  Rolle  spielt, 
eine  Erscheinung,  die  auch  bei  anderen  Pflanzen  vorkommen 
dûrfte.  So  sieht  man  in  einer  Pflanzung  nicht  selten,  wie  sich 
ganz  entwickelte  Knospen  erst  ôffnen,  nachdem  ein  starker 
Regen  niedergegangen  ist. 

Die  genaue  Betrachtung  der  geôffneten  Blûten  der  Versuchs- 
pflanzen  und  besonders  der  Vergleich  mit  denjenigen  der  Kon- 
trollbâume  ergab,  dass  sich  die  Blûten  der  Versuchspflanzen 
im  Verhâltniss  zu  ihrer  morphologischen  Entwickluug  entschieden 
zu  frûh  geôffnet  hatten. 

Die  cytologische  Untersuchung  zeigte  den  weiblichen  Apparat 
normal  entwickelt,  wâhrend  sich  die  Pollenkôrner  noch  nicht 
von  ein  an  der  gelôst  hatten,  was  sonst  bei  geôffneten  Blûten 
wohl  der  Fall  ist.  Eine  autogame  Bestâubung  batte  niemals 
stattgefunden.  Bei  der  Kali  Mas-Hybride  waren  obendrein  viele 
taube  Pollenkôrner  vorhanden,  die  am  Anfang  des  Versuchsj 
wie  die  KontroUe  zeigte,  nicht  gefunden  wurden. 

Die  Versuche  konnten  nicht  mehr  wiederholt  werden,  und 
ich  musste  mich  mit  den  oben  beschriebenen  Resultaten  be- 
gnûgeu.  Dièse  waren  zwar  nicht  dermaassen,  dass  ein  vôlliger 
Einblick  in  den  Einfluss  der  Bodenfeuchtigkeit  auf  die  Aus- 
bildung    der    Blûten    gewonnen    wurde,    dafûr   mûssten   solche 
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Versiiche  in  grôsserem  Umfange  und  lÉlngere  Zeit  hindurch 
aagestellt  werdeii.  Die  Versiiche  zeigen  allein,  dass  die  grosse 
Feuchtigkeit  des  Bodens  die  Entwicklung  der  Blute  beschleu- 
nigt,  insofern  aber  stôrend  einwirkt,  als  sich  die  Blûtenknospen 
frûher  ôffnen  als  mit  der  Ausbilduug  ihrer  Organe  vereinbar  ist. 
Eingehendere  Versiiche  auch  mit  BerûcksicliLigung  der  Luft- 
feuchtigkeit  wâreu  auch  hier  sehr  erwûnscht. 

c.  Einfluss  von  wenig  Licht  und  ûbermâssiger  Boden- 

feuchtigkeit  auf  die  Ausbildung  der  Blùten  und 

deren  Geschlechtszellen. 

Die  durch  die  oben  beschriebenen  Yersuche  gewonnenen  Er- 
fahrungen  liessen  es  wûnschenswert  erscheinen,  die  Kombination 
der  beideu  ausseren  Eiufiûsse  einmal  experimentell  zu  prûfen. 
Hierzu  wurden  2  C.  liberica-,  2  C.  arabica-  und  2  Kali  Mas- 
Hybriden-bilume  verwendet.  Die  Pflanzen  kamen,  wie  oben  be- 
schrieben,  in  stark  herabgeraindertes  Licht  und  in  sehr  feuchten 
Boden,  sobald  sie  winzige  Anlagen  von  Blûtenknospen  zeigten. 
Die  Kontrollpflanzen  wurden  teilweise  nur  verdunkelt,  teils  nur 
in  sehr  feuchte  Erde  gebracht  und  teils  in  normalen  Verhalt- 
nissen  belassen. 

Die  Resultate  dieser  Versuche  zeigten  zunilchst,  dass  die 
allein  verdunkelten  Kontrollbaume  normale  Knospen  lieferten, 
die  sich  aber  nicht  ôffneten,  sondern  geschlossen  abfielen.  Die 
cytologische  Untersuchung  ergab  das  Vorhandensein  eines  nor- 
mal entwickelten  Embryosacks.  Der  mânnliche  Teil  der  Blute 
war  ebenfalls  normalerweise  entwickelt,  nur  war  die  Lostren- 
nung  der  Pollerikôrner  unterblieben.  Die  nur  in  feuchter  Erde 
gehaltenen  Baume  hatten  ihre  Blûten,  von  denen  sich  auch 
viele  ôflFneten,  normal  entwickelt.  Die  Ausbildung  der  Geschlechts- 
apparate  war  normal. 

Die  Baume  endlich,  die  einer  Kombination  der  schadlichen 
Einflùsse  ausgesetzt  waren,  hatten  ebenfalls  ihre  Blûten  âusser- 
lich  normal  entwickelt,  wovon  sich  bereits  viele  geôffnet  hatten 
und  dadurch  von  den  nur  verdunkelten  sofort  zu  unterscheiden 
waren.    Die    cytologische    Untersuchung   einiger   Blûten   ergab 
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niclits  Abnormales,  niir  war  das  frûhzeitige  Ôffnen  der  Blute 
im  Verhâltnis  zu  der  AusbilduDg  der  Geschleclitszelleu  auffal- 
lend.  Hier  trat  scheiubar  der  Einfluss  zu  grosser  Bodenfeuchtig- 
keit  wie  im  zweiten  Versuch,  dentlich  zu  Tage. 

Es  galt  uun  die  Versuche  zu  wiederholen  uud  zwar  mit  den- 
selben  Baumen,  da,  wie  frûher  schou  bewieseu,  der  schâdliche 
Einfluss  besonders  der  Yerdunkelung  erst  allmâhlich  hervortritt. 

Der  Versuch  konnte  nur  noch  mit  einem  Liberiabaum  und 
einem  Arabicabaum  fortgesetzt  werden,  da  die  anderen  Baume 
zu  selir  gelitten  hatten  und  ihre  Blâtter  verloren. 

Der  zweite  Versuch  wurde  Juli  wiederholt,  als  die  Versuchs- 
bâume  neue  Blùtenknospen  zu  bilden  anfingeu.  Von  den  Kon- 
trollpflanzen  konnte  zur  selben  Zeit  nur  1  Liberiabaum  benutzt 
werden,  da  dieser  sich  ebenfalls  zur  selben  Zeit  zur  Knospen- 
bildung  anschickte,  wâhrend  die  anderen  Kontrollpflanzen  wegen 
Mangel  an  Blâttern  fur  einen  nochmaligen  Versuch  nicht  in 
Frage  kamen.  Ich  benutzte  diesen  einen  Liberiabaum  dazu,  allein 
den    Einfluss   der    wiederholten  Verdunkelung  zu  kontroliieren. 

Das  Résultat  des  zweiten  Versuches  war  ein  interessanteres. 
Der  eine  Kontroll-liberiabaum  hatte  kleine  Blùtenknospen  ge- 
bildet,  die  bereits  nach  8  Tagen  abzufallen  begannen.  Eine 
Degeneration  der  Geschlechtszellen  war  deutlich  cytologisch 
nachzuweisen.  In  vielen  PoUenmutterzellen  hatte  sich  das  Plasma 
stark  kontrahiert  und  dunkel  gefârbt.  Der  Kern  .war  unregel- 
massig  begrenzt  und  chromatinarm.  Im  Embryosack  wurde 
eine  Eizelle  nicht  mehr  gebildet;  die  Degeneration  war  etwa 
im  8-Kernstadium  eingetreten.  Das  Plasma  der  Embryosack- 
zelle  fârbte  sich  krankhaft  stark. 

Die  beiden,  einer  Kombination  der  schâdlicheu  Einflùsse  aus- 
gesetzten  Baume  bildeten  kleine  Blùtenknospen,  wovon  sich 
bereits  einige  geôfî'net  hatten  oder  im  Begriffe  waren,  sich  zu 
ôffnen.  Eigenartig  war  die  noch  halb  grùne  Farbe  der  Kron- 
blâtter.  Eine  Âhnlichkeit  dieser  geschâdigten  Blûten  mit  den 
„Sterretjes"  war  nicht  zu  verkennen.  Leider  mussten  die  Ver- 
suche abgebrochen  werden. 

Natûrlich  ist  es  mir  in  der  kurzen  Zeit  nicht  gelungen,  echte 
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„Sterretjes"  hervorzubringen,  dazu  mûssten  die  Versuche  viel 
langer  fortgesetzt  werden  und  vevschiedene  andere  Faktoren, 
so  z.  B.  der  Einfluss  grosser  Luftfeuchtigkeit,  mageren  Rodens 
etc.  auf  die  Entwicklung  der  Blûten  geprûft  werden. 

Ich  glaube  aber,  dass  wir  mit  den  oben  beschriebenen  Ver- 
suchen  auf  dem  richtigen  Wege  sind,  die  Frage  der  Sterilitat 
und  der  Entwicklung  der  „Sterretjes"  experimentell  zu  lôsen; 
die  im  letzten  Versuch  erzielten  kleinen  Bliiteu  halte  ich  fur 
Anfânge  von  „Sterretjes"-bildung.  Vielleicht  mûssen  die  schad- 
lichen  Faktoren  erst  Generationen  oder  jedenfalls  Jahre  hin- 
durch  auf  die  PBanzen  einwirken,  uni  genau  dieselben  „Ster- 
retjes''  hervorzubringen,  wie  wir  sie  in  Ost-Java  so  haufîg  zu 
beoliachten  die  Gelegenheit  fînden.  Es  ist  ferner  die  Môglichkeit 
vorhanden,  dass  die  „Sterretjes"-biklung  auch  durch  andere 
Ursachen  als  schwaches  Licht  und  ûbermâssige  Bodenfeuchtig- 
keit  erzeugt  wird,  so  z.  B.  durch  Nahrungsmangel  bei  magerem 
Boden  oder  Nahrungsmangel  infolge  von  Krankheiten.  In  alten 
Pflanzungen  von  Ost-Java  produziert  C.  arabica  auffallend  wenig 
Blûten  und  dann  meist  nur  sogenannte  „Sterretjes",  was  nicht 
zu  verwundern  ist,  wenn  man  bedenkt,  dass  die  Pflanzen  seit 
Jahrzehnten  aus  dem  gleichen  Boden  ihre  Nahrung  holen,  ohne 
dass  der  Boden  durch  Dilngung  wieder  fruchtbar  gemacht  wird. 

Die  Untersuchung  dieser  Fragen  erôffnet  Andereu  noch  ein 
weites  und  intéressantes  Feld  der  Betatigung. 
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Sâmtliche  Figuren  wurden  mit  Hilfe  eines  Zeiclienprisma's  nach  Abbe  gezeichnet. 


TAFEL  I. 


Fig.  1.  Spitze  des  Vegetationspunktes  von 
C.  liherica  mit  Anlage  der  vier  Hûll- 
blàtter.  Vergi".  etwa  60  mal. 

Fig.  2.  Etwas  altères  Stadium;  die  An- 
lage der  eigentlichen  Bliite  ist  als 
eine  flache  Warze  sichtbar.  Vergr, 
etwa  60  mal. 

Fig.  3.  Noch  altères  Stadium;  Anlage 
der  Kelclizipfel  als  Warzen  sichtbar. 
Vero;r.  etwa  60  mal. 


Fig.  4-7.  Làngschnitte  verschiedener  Sta- 
dien  der  Bliitenentwickelung,  etwas 
schematisiert.   Vergr.  etwa  70  mal. 

Fig.  8.  Eine  Bliitenknospe  von  C.  lihe- 
rica von  oben  gesehen,  mit  Anla- 
gen  der  Kelch-,  Kronbliitter,  An- 
theren,  und  Fruchtblàtter.  Vergr. 
etwa  50  mal. 


TAFEL  II. 


Fig.  9.  .lunges  Stadium  der  Samenknos- 
penentwicklung.  Vergr.  190  mal. 

Fig.  10.  Etwas  altères  Stadium  als  in 
Figur  9;  Integument  und  Obturator 
werden  angelegt.  Vergr.  130  mal. 


Fig.  11.  Gleichfalls,  etwas  altères  Stadium, 
Vergr.  130  mal. 

Fig.  12.  Ausgewachsene  Samenknospe, 
das  Integument  hat  sich  geschlossen, 
der  Obturator  seine  grôsste  Ausdeh- 
nung  erreicht.  Vergr.  etwa  130  mal. 


TAFEL  III. 


Fig.  13.  Archespor  von  C.  liherica,  aus 
drei  Zellen  bestehend.  Vergr.  530  mal. 

Fig.  14.  Entwicklung  der  mittleren  Ar-- 
chesporzelle.  Die  Chromosomen  in  der 
Kernplatte.  Vergr.  etwa  700  mal. 

Fig.  15.  Homootypische  Teilung  in  der 
Mutterzelle.  Die  Spindeln  sind  parallel 
zur  Lângsachse   der   Zelle   gerichtet, 


eine  Anzahl  extranukleolarer  Nukleo- 
len  im  Plasma  sichtbar.  Die  beiden  seit- 
lichen  Archesporzellen  verkummern. 
Vergr.  940  mal. 
Fig.  16.  Ausgebildete  Tétrade  in  einer 
Samenknospe  von  C.  arahica;  eine 
Wandbiidung  zwischen  den  Kernen 
findet  nicht  statt.  Vergr.  940  mal. 
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TAFEL  IV. 


Fig.  17.  Lângsschnitt  durch  den  unteren 
Teil  einer  âlteren  Samenknospe,  nicht 
médian  getroffen.  Verwachsungsstelle 
des  Obturators  mit  der  Samenknospe 
deutlich  sichtbar.  Vergr.  74  mal. 

Fig.  18.  GleichfiiUs,  aber  Medianschnitt; 
Mikropyle  und  Obturatorkappe  sicht- 
bar. Vergr.  190  mal. 

Fig.  19.  Tétrade  einer  Samenknospe  von 
C.  lihcrica;  die  drei  unteren  nackten 


Zellen  werden  von  der  oberen  ver- 
driingt.  Vergr.  940  mal. 

Fig.  20.  Junger  Embryosack  von  C.Lau- 
rentii;  die  vier  Spindeln  der  Tochter- 
kerne  an  den  Polenden. Vergr.  530  mal- 

Fig.  21.  Obérer  Teil  des  Embryosacks;  die 
beiden  senkrecht  aufeinander  stehen- 
den  Spindeln  ;  im  Plasma  sind  die 
extranukleolaren  Nukleolen  zii  sehen. 
Vergr.  1340  mal. 


TAFEL  V. 


Fig.  22.  Zweikerniger  Embryosack  von 
C.  liber ica.  Vergi-.  530  mal. 

Fig.  23.  Erwachsener  Embryosack  der- 
selben  Pflanze.  Vergr.  530  mal. 

Fig.  24.  Obérer  Teil  des  Embryosacks 
kurz  vor  der  Befruchtung;  die  beiden 
generativen  Kerne  sind  sichtbar,  einer 
davon  kurz  vor  der  Verschmelzung 
mit  den  Eikern.  Der  PoUenschlauch 
ist  zwischen  Synergide  und  Embryo- 
sack wand  wahrnehmbar.  Vergr.  1340 
mal. 


Fig.  25.  Antipoden  eines  Embryosacks 
von  C.  liberica;  unterhalb  der  An- 
tipoden reihenweisen  Anordnung  der 
Zellen  bemerkbar.  Vei'gr.  1340  mal. 

Fig.  26.  Zwei  Polkerne  kurz  vor  ihrer 
Verschmelzung  miteinander;  der  obère 
Polkern  verschmilzt  mit  dem  zweiten, 
generativen   Kern.  Vergr.   1500  mal. 

Fig.  28.  Befruchteter  Polkern  aus  dem 
Embryosack  von  C.  liberica.  Vei'gr. 
1500  mal. 


TAFEL  VL 


Fig.  29.  Vegetativer  Kern  aus  dem  In- 
tegumentgewebe  von  C.  liberica.,  die 
Prochromosomen  zeigend.  Vergr.  3000 
mal. 

Fig.  30.  Prilsynaptisches  Stadium  des 
Archesporkerns;  die  Chroraatinan- 
sammlungen  gehen  in  das  Fadenge- 
rûst  ûber.  Vergr.  3000  mal. 

Fig.  31.  Beginn  der  Synapsis;  die  Pro- 
chromosomen sind  zu  parallel  ver- 
laufenden  Fiiden  angeordnet.  (Aus  der 
Archesporzelle  von  C.  arabica)  Vei'gr. 
3000  mal. 

Fig.  32.  Synapsis;  Chromatinfuden  ge- 
bildet.  (Aus  der  Archesporzelle  von 
C.  liberica)  Vergr.  3000  mal. 

Fig.  33.  Hôhepunkt  der  Synapsis.  (Aus 
der  Archesporzelle  von  C.  liberica). 
Vergr.  3000  mal. 

Fig.  34.  Gelockertes  Pachynema.  (Aus 
der  Archesporzelle  von  C.  liberica) 
Vergr.  3000  mal. 


Fig.  35.  Diakinese  (Aus  der  Archespor- 
zelle von  C.  arabica).  Vergr.  3000  mal. 

Fig.  36.  Spirem  eines  Tochterkernes  des 
Embryosacks  von  C.  liberica.  Vergr. 
3000  mal. 

Fig.  37.  Pollenmutterzelle  von  C.  lihcrica; 
Chromosomen  in  der  Kernplatte. Vergr. 
3000  mal. 

Fig.  38.  Homôotypische  Kernspindeln  aus 
der  Tetradenzelle  von  C.  liberica. 
Vergr.  3000  mal. 

Fig,  39.  Heterotypische  Kernspindeln  ; 
die  Tochterchromosomen  gehen  aus- 
einander.  (Aus  der  Archesporzelle  von 
C.  arabica).  Vergr.  3000  mal. 

Fig.  40.  Heterotypische  Kernspindel  ; 
Beginn  des  Auseinanderweichens  der 
Chromosomen.  (Aus  der  Archespor- 
zelle von  C.  liberica).  Vergr.  3000  mal. 

Fig.  41.  Interkinetischer  Kern  aus  dem 
Archesporium  von  C.  liberica.  Vergr. 
3000  mal. 
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TAFEL  VII. 


Pig.  42.  Querschnitt  eines  Loculus  einer 
Anthère  von  C.  libcrica;  Pollenmut- 
tei-  und  Tapetenzellen.  Vergr.  '1500 
mal. 

Fig.  43.  Segnientiernng  des  Fadens  in 
einer  Pollenmutterzelle  von  C.  liberica. 
Vergr.  2000  mal. 

Fig.  44.  Kernspindel  einer  Pollenmutter- 


zelle von  C.  liberica\  die  Chromoso- 
men  gehen  nach  den  Pollen,  eine 
Langsspaltnng  derselben  ist  gut  wahr- 
nehmbar.  Vergr.  3000  mal. 

Fig.  45.  Synapsis.  Pollenmutterzelle  von 
C.  libcrica.   Vergr.  2000  mal. 

Fig.  46.  Diakinese.  Pollenmutterzelle  von 
C.  liberica.  Vei'gr.  2000  mal. 


TAFEL  VIII. 


Fig.  47.  Zwei  senkrecht  aufeinander 
steliende  Spindeln  in  der  Pollenmut- 
terzelle von  C.  liberica.  Vergr.  3000 
mal. 

Fig.  48.  Zwei  normal  gebaute  PoUen- 
kôrner  von  C.  liberica  vor  dem  Aus- 
stâuben.  Vergr.  1500  mal. 

Fig.  49.  Normale  PoUenkorner  mit  vege- 
tativem  und  generativem  Kern.  Vergr. 
1500  mal. 


Fig.  50.  Generative  Kerne  am  Pollen- 
schlauchende.  Vergr.  1500  mal. 

Fig.  51.  Zweikernige  Tapetenzelle  von 
C.  arabica.  Vergr.  etwa  1000  mal. 

Fig.  52.  Lângsschnitt  eines  Loculus  einer 
Anthère  von  C.  arabica;  Beginn  der 
Degeneration  der  Mutterzellen.  In 
einer  Mutterzelle  ist  der  Kern  bereits 
zerfallen,  im  anderen  chromatinarm. 
Vergr.  940  mal. 


TAFEL  IX. 


Fig.  53.  Narbenpapillen.  Vergr.  345  mal. 
Fig.  54,  Eindringen  der  Pollenschlâuche 

zwischen    die    Narbenpapillen.  Vergr. 

170  mal. 
Fig.    55,    Pollenkôrner   von    C.   arabica. 

Vergr.  345  mal. 
Fig.  56,   Flachenschnitt   durch  eine  An- 

zahl    von   Narbenpapillen,   die   Inter- 


zellulare   zwischen  denselben  zeigend. 

Vergr.  345  mal. 
Fig.   57.    Lângsschnitt    durch    das   Leit- 

gewebe    des    Griffels    unterhalb    der 

Narbenlappen.  Vergr.  580  mal 
Fig.  58.  Keimende  Pollenkôrner.  Vergr. 

345  mal. 


TAFEL  X. 


Fig.  59.  Degeneration  des  weiblichen 
Sexualapparates  nach  der  Tetraden- 
teilung.  Vergr.  940  mal. 

Fig.  60.  Degenerierende  Archesporzelle 
einer  ,,Sterretjes"-Blûte  ;  zwei  un- 
gleich  grosse,  chromatinarme  Kerne. 
In  den  umgebenden  Nucelluszellen 
ist  bereits  eine  Degeneration  einzelner 
Kerne  zu  bemerken.  Vergr.  1000  mal. 

Fig.   61.    Degenerierende    Archesporzelle 


von    C.    arabica.    Vergr.    1000    mal. 

Fig.  62.  Degenerierende  Archesporzelle 
einer  „Sterretjes"-Blute.  Vergr.  1000 
mal. 

Fig.  63.  Kern  einer  Archesporzelle  von 
C.  liberica.^  degenerierend  ;  das  Chrp- 
matin  hat  sich  in  unregelmassige Klum- 
pen  zusammengeballt. Vergr.  3000  mal. 

Fig.  64.  Gleichfalls.  Vergr.  3000  mal. 


TAFEL  XI. 


Fig.  65.  Querschnitt  durch  einen  Loculus 
einer   „Sterretjes"-Blute;   Pollenmut- 


terzellen  und  Tapetum  degenerierend. 
Vergr.  1500  mal. 
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Fig.  66  und  67.  Querschnitte  durch 
Loculi  von  Antheren  der  C.  arabica 
Blute;     Zugrundegehen     von    Pollen- 


mutterzellen  ;  in  Fig.  66  ist  das  Ab- 
sterben  der  Tapetenzellen  zu  bemer- 
Iven.  Versi'.  1500  mal. 


TAFEL  XII. 


Fig.  68.  Querschnitt  durch  zwei  Kron- 
bliitter  und  Anthei-en  einer  „Ster- 
retjes"-Bliite.  Vergr.  74  mal. 

Fig.  69.  Querschnitt  durch  eine  Spalt- 
ôffnung  und  das  Mesophyll  einer  „Ster- 
retjes"-Blute.  Vergr,  345  mal. 

Fig.  70,  Unregelraassige  Chromatinklum- 


pen  in  einer  degenerierenden  Pollen- 
mutterzelle  von  einer  ,,Sterretjes"- 
Blute.  Vergr.  3000  mal. 
Fig,  71,  Chi'omatinarmer  Kern  in  einer 
Pollenmutterzelle  einer  „Sterretjes"- 
Blute.  Vergr.  3000  mal. 
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BEITRAGE  ZUR 
KENNTNIS  DER  SAPROPHYÏEN  JAVAS. 

VON 

A.  ERNST  UND  CH.  BERNARD. 

IX.  Entwicklungsgeschichte  des  Embryosackes  und  des  Embryos 
von  Burmannia  candida  Engi.  und  B.  Championii  Thw. 

VON 

A.  ERNST  UND  CH.  BERNARD. 

(Hierzu  Tafel  XIII- XVII). 


Ûber  den  Entwicklungsgang  cler  Samen,  speziell  des  Embryo- 
sackes, des  Embryos  und  Endosperms  der  Btirmcmniaai'ten  sind 
wir  durch  die  schoQ  mehrfach  zitierten  Arbeiten  von  Treub  i) 
und  JoHow  2)  wenigstens  in  grossen  Zûgen  orientiert.  Von  den 
beiden  in  der  Ûberschrift  genannten  Burmanmaa.rten  ist  die 
eine,  B,  candida  (in  Treubs  Arbeit  als  Gonyanthes  candida  be- 
zeichnet),  von  Treub  ebenfalls  untersucht  worden.  Verschiedene 
wichtige  Entwicklungsstadien,  deren  Feststellung  und  Diskus- 
sion  erst  in  neuerer  Zeit  grosse  Wichtigkeit  beigemessen  wor- 
den ist,  sind  in  den  Arbeiten  Treubs  und  Johows  teils  noch 
gânzlich    unberûcksichtigt    geblieben    oder    nur    kurz    gestreift 


1)  Treub,  M.,  Notes  sur  l'embryon,  le  sac  embryonnaire  et  l'ovule.  3.  Gonyanthes 
candida,  Burmannia  javanica.  Ann.  d.  Jardin  botan.  d.  Buitenzorg.  Bd.  III,  1883, 
S.  120—122.  1  Tafel. 

2)  JoHOW,  F.,  Die  chlorophyllfreien  Hurausbewohner  West-Indiens.  Jahrb.  f.  wiss. 
Botanik.  Bd.  XVI,  1885,  S.  415—449.  3  Tafeln. 

,    Die    chlorophyllfreien    Humuspflanzen    nach    ihren    biologischen    und 

anatomisch-entwicke'ungsgeschichtiichen    Verhiiltnissen.    Jahrb.   f.   wiss.  Botanik.  Bd. 
XX,  1889,  S.  475—525.  4  Tafeln. 

Ann.  Jard.  Bot.  Buitenz.  2e  Sér.  Vol.  X.  11 
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worden:  die  Vorgange  der  Tetradenteilung  und  Cliromosomen- 
reduktion,  diejenigen  der  Bestaubung  und  BefruchtuDg.  Eine 
nochmalige,  ausfnhrliche  Darstellimg  der  Embryologie  saprophy- 
tischer  BiirmanîiiasiYteii  ist  also,  sofern  sie  ihr  Hauptgewicht 
auf  die  Feststellung  der  genannten,  noch  wenig  bekannten  Vor- 
gange legt,  ohne  weiteres  gerechtfertigt.  Eine  solche  TJnter- 
suchimg  allein  liefert  auch  die  notwendigen  Vergleichspunkte 
fur  die  ausfûhrliche  Darlegung  der  interessanten  Vorgange  im 
Entwicklungsgang  von  B.  coekstis,  ûber  welclie  von  uns  bereits 
in  einer  vorlâufîgen  Mitteilung  i)  berichtet  worden  ist. 

Fur  die  beiden  in  der  Ûberschrift  genannten  Biuriumniaeirten 
sind  aile  wichtigeren  Phasen  der  Entwicklung  im  Laufe  unserer 
Untersuchung  aufgefunden  worden,  doch  ist  selbverstândlicb, 
dass  beim  eingehenden  Detailstudium  fur  die  einen  Entwick- 
lungsstadien  die  Prâparationen  von  B.  candida,  fur  andere 
dagegen  diejenigen  von  B.  Championii  gûnstiger  waren  und 
bevorzugt  wurden. 

Uni  die  zahlreicben  Wiederholungen  einer  fur  beide  Arten 
getrennten  Beschreibung  zu  vermeiden,  soll  im  nachfolgenden 
eine  zusammenfassende  Darstellung  der  Ergebnisse  unserer  Un- 
tersuchungen  an  beiden  Arten  gegeben  werden.  In  den  der 
Arbeit  beigefùgten  Tafeln  ist  in  erster  Linie  der  Entwicklungs- 
gang von  Burmannia  candida  zur  Darstellung  gelangt.  Fur  B. 
Championii  haben  wir  uns  auf  eine  eingeheude  Darstellung  der 
Tetradenteilung  und  der  Befruchtungsvorgânge  beschrânkt  und 
nur  wenige  weitere  Zeiclinungen  beigegeben,  welche  die  Uber- 
einstimmung  des  ganzen  Entwicklungsganges  mit  demjenigen 
von  B.  candida  nachweisen  sollen. 

1.  Erste  Entwicklung  der  Samenanlage,  Aushildung  der 
Ejmhryosackmutterzelle  und  Tetradenteilung. 

Die  ersten  Teilungsvorgânge,  welche  die  Entwicklung  der 
Samenanlagen  einleiten,  stimmen  bei  B.  candida  und  B.  Cham- 


1)   EiiNST,  A.,  Apogamie  bei  Burmannia  coelestis  Don.  Ber.  d.  d.  bot.  Ges.  Jalirg. 
1909,  Bd.  27.  S.  157—168.  1  Tafel. 
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pionii  vôllig  ùberein.  An  der  Oberflache  der  in  der  Fmchtknoten- 
achse  veiiaufenden  Plazentarwûlste  wôlben  sich  einzelne  Epider- 
miszellen  papillenartig  vor  und  teilen  sich  durch  eine  Querwand 
in  basale  und  scheitelstaudige  Zelle.  Die  erstere  wird  nachher 
rasch  durch  mehrere  Teilungen  in  eine  mehr  oder  weniger 
tetraedrisch  geformte  Innenzelle  und  einige  Aussenzellen  zerlegt. 
Die  Innenzelle  unterscheidet  sich  in  der  Beschaffenheit  ihres 
Inhaltes  in  keiner  Weise  weder  von  den  ûbrigen  Zellen  des 
kleinen  Gewebehôckers  noch  von  denjenigen  des  Plazentagewebes. 
Ans  ihr  geht  durch  weitere  Teilungen  eine  kurze  Reihe  von 
4—5  Zellen  hervor  (Fig.  1,  Taf.  XIU). 

Von  den  zunachst  vôllig  gleich  grossen  und  gleich  geformten 
Zellen  dieser  Reihe  vergrôssert  sich  spâter  die  oberste.  Ihr 
Plasma  wird  dichter  und  ist  stârker  fârbbar  als  dasjenige  der 
ûbrigen  Zellen.  Ebenso  wird  der  Kern  dieser  Zelle  grôsser  als 
derjenige  der  benachbarten  Zellen.  (Fig.  5  und  6,  Taf.  XIII). 
In  Fruchtknoten  von  B.  Championii  mit  solchen  Entwicklungs- 
stadien  der  Samenanlagen  ist  der  Raum  zwischen  Plazenten 
und  Fruchtkuotenwand  noch  so  schmal,  dass  viele  der  kleinen 
Ovularhôcker  mit  ihrem  Scheitel  an  der  Fruchtkuotenwand 
anstossen  und  deren  innerste  Zellschichten  zusammenpressen. 

In  Samenanlagen  dièses  Alters  sind  stets  Kerne  und  Zellen 
in  Teilung  begriffen.  Die  Praparate  sind  reich  an  Kernteilungs- 
figuren,  doch  ist  der  genaue  Verlauf  der  Teilungsvorgânge  in 
den  verhaltnismâssig  kleinen  und  dicht  mit  Inhalt  erfûllten 
Zellen  nur  mûhsam  festzustellen.  Die  Chromosomen  sind  meis- 
tens  dermassen  zusammengedrângt,  dass  es  schwer  hait,  auch 
nur  ihre  Zahl  genau  zu  bestimmen.  Indessen  glauben  wir  doch 
angeben  zu  kônnen,  dass  sowohl  in  den  peripherischen  Zellen 
der  jungen  Anlagen,  wie  in  den  Zellen  der  mittleren  Reihe 
(Fig.  2—4,  Taf.  XIII)  die  Chromosomenzahl  12  betrâgt.  Die 
gleiche  Zahl  fanden  wir  auch  bei  Untersuchung  der  Kerntei- 
lungen  in  jungen  Pollensacken  vor  Ausbildung  der  Pollen- 
mutterzellen.  Viel  leichter  ist  die  Feststellung  der  Chromo- 
somenzahl bei  der  ersten  Teilung  der  Embryosack-  und  Pollen- 
mutterzellen,   wo   sie   durch   Reduktion   auf  die  Hâlfte,  also  6, 


164 

vermindert  wird  (Fig.  7 — 12,  Taf.  XIII).  B.  candida  und  B. 
Championii  stimmen  also  in  der  Chromosomenzalil  wahrschein- 
lich  mit  Thismia  javanica  ûberein,  filr  welche  K.  Meyer  ^)  (1.  c. 
S.  9)  bei  Teilungen  in  den  PoUenmutterzellen  resp.  der  Teilung 
des  progamen  Pollenkornkerns  6 — 8  Chromosomen  zâlilte.  Ein 
wichtiger  Unterschied  zwischen  Thismia  javanica  und  unseren 
Burmanniaa.Yten  bestelit  aber  darin,  dass  bei  ersterer  wahrend 
der  Teilungen  der  Embryosackmutterzelle  eine  Chromosomen- 
reduktion  ausbleibt,  wahrend  sie  bei  B.  Championii  und  B.  can- 
dida in  der  Makrosporen-  und  in  der  Mikrosporenmutterzelle 
stattfindet. 

Der  sichere  Nachweis  einer  heterotypischen  Kernteilung  mit 
Chromosomenreduktion  in  der  obersten  Zelle  der  subepidermalen 
Reihe  junger  Samenanlagen  deutet  darauf  hin,  dass  dièse  Zelle, 
die  Archesporzelle,  ohne  vorherige  Bildung  von  Tapetenzellen 
zur  einen  Embryosackmutterzelle  der  Samenaulage  geworden  ist. 

Der  weitere  Verlauf  der  Tetradenteilung  ist  bei  den  beiden 
BwmanniaSiYten  niclit  vôllig  ûbereinstimmend.  Bei  B.  candida 
teilt  sich  die  Embryosackmutterzelle  durch  eine  Querwand, 
deren  Lage  aus  derjenigen  der  Zellplatte  in  Figur  13  Taf.  XIII 
ersichtlicli  ist,  in  zwei  Tochterzellen.  Dièse  sind  in  den  einen 
Samenanlagen  vôllig  gleich  gross,  in  anderen  aber  ûbertrifft 
die  untere  Zelle  an  Grosse  die  obère  schon  von  Anfang  an 
(Fig.  14,  Taf.  XIII).  Die  obère  Tocliterzelle  erfâhrt  weder  v^eiteres 
Wachstum,  noch  eine  Kern-  und  Zellteilung.  Die  untere  da- 
gegen  nimmt  an  Grosse  rasch  zu,  ilir  Plasma  ist  dicht  und 
ihr  Kern  grôsser  als  derjenige  der  benachbarten  Nuzelluszellen. 
Sie  wird,  ebenfalls  ohne  weitere  Teilungen,  zur  Embryosack- 
zelle.  Wahrend  ihres  weiteren,  raschen  Wachstum  s  drûckt  sie 
die  obère  Schwesterzelle  zusammen  (Fig.  15,  16,  Taf.  XIII),  so 
dass  dièse  vielfach  schon  vor  der  ersten  Teilung  des  Embryo- 
sackkerns  vôllig  verschwunden  oder  sptlter  nur  noch  in  Form 
einer  schmalen,  dunkel  gefârbten  Kappe  am  Scheitel  des  Em- 
bryosackes  "  sichtbar  ist. 

1)  Meyer,  K.,  Untersucliungen  iiber  Thismia  clandestiiia.  Bulletin  de  la  Société 
Imp.  d.  Naluruliste.s  de  Moscou,  1909.  S.  1-18.  2  Tafeln. 
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Wâhrend  bei  B.  candida  also  die  Tetradenteilung  anf  die 
Bildung  von  zwei  Schwesterzellen  reduziert  ist,  zeigt  B.  Cham- 
pionii  noch  einen  voUstaDdigeren  Verlauf  der  Tetradenteilung. 
In  einem  Teil  ihrer  Samenanlagen  werden  vier,  in  andevn  drei 
Tetradenzellen  erzeugt.  Unsere  Prâparate  enthalten  hiefûr  eine 
grosse  Anzahl  Belege  und  auf  Tafel  XVI  sind  eine  Anzahl  ver- 
schiedener  Stadien  ans  dem  Verlauf  der  Tetradenteilung  von  B. 
Champ ionil  dargestellt. 

Die  Embryosackmutterzelle  von  B.  Championii  erreicht  vor 
der  ersten  Teilung  ilires  Kernes  im  Vergleich  zur  Gesammt- 
grôsse  der  Samenanlage  ungewôhnliclie  Dimensionen.  Sie  ist 
mit  Ausnahme  ihrer  Basis  ringsum  nur  von  einer  epidermalen 
Zellschicht  umschlossen.  Ihr  Plasma  ist  bis  gegen  die  Oberflâche 
des  Kerns  ziemlich  gleichmâssig  dicht,  hier  etwas  dichter  und 
stârker  fârbbar.  In  dem  grossen  Kern  ist  ausser  einem  Kern- 
kôrperchen  in  den  prâsynaptischen  Stadien  ein  kôrnerreiches 
Fadennetz  sichtbar  (Fig.  1,  Taf.  XVI).  In  besonders  grosser 
Zahl  sind  in  den  Praparaten  die  Stadien  der  Prâsynapsis  und 
der  Sjnapsis  vorhauden.  Auf  diesen  Stadien  ist  der  Kern 
vôllig  kugelig  oder  in  einer  Richtung  etwas  verlangert.  Sein 
Durchmesser  betrâgt  bei  kugeliger  Gestalt  meistens  18  //, 
bei  ellipsoidischer  in  einer  Richtung  maximal  20  /u,  bei  einer 
Lange  der  Mutterzelle  von  37  u  und  einer  Breite  derselben  in 
der  kernhaltigen  Zone  von  22  f^i.  Reichlicb  sind  ferner  Meta- 
phasen  und  Anaphasen  der  heterotypischen  Teilung  gefunden 
worden.  Die  Gemini  sind  kurze,  dicke  Stâbchenpaare,  die  sich 
vollstandig  in  die  Aequatorialebene  einstellen,  so  dass  sie  in 
ihrer  Gesammtheit  in  der  Seitenansicht  der  Teilungsfigur  einen 
ziemlich  gleichmassig  breiten  Chromatingûrtel  bilden  (Fig.  2, 
Taf.  XVI).  Von  auffallender  Schônheit  sind  in  diesen  Teilungen 
die  achromatischen  Spindeln.  Sie  setzen  sich  aus  einer  grossen 
Zahl  ziemlich  derber  und  stark  farbbarer  Fasern  zusammen, 
die  im  Stadium  der  Metakinese  eine  fast  tonnenfôrmige  Figur 
bilden.  Leider  ist  es  nicht  gelungen,  von  diesen  Stadien  auch 
einzelne  in  Polansicht  zu  erhalten.  In  der  Seitenansicht  ist  die 
Anzahl  der  Chromosomen   schwierig  zu  bestimmen.  Doch  war 
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es  in  einigen  Fâllen  môglicli,  sicher  derea  sechs  zu  ziihlen. 
Nach  Verlaiif  der  Chromosomenwanderung  (Fig.  3  und  4, 
Taf.  XVI)  bleiben  die  Fasern  in  der  aequatorialen  Zone  noch 
lângere  Zeit  erhalten  imd  bildeu  eine  breiter  werdende  und 
sich  bis  zur  Zellwand  ausdelinende  Tonnenfigur,  iu  welcher 
médian  die  Zellplatte  (Fig.  5,  Taf.  XVI)  und  nachher  eine 
Teilungswand  auftritt.  Die  beiden  Tocliterzellen  sind  entweder 
vôllig  gleich  gross  (Fig.  5,  Taf.  XVI),  oder  es  wird  die  untere 
von  Anfang  an  etwas  grôsser  angelegt  (Fig.  6,  Taf.  XVI). 
Die  zweite,  homôotypische  Teilung  der  Kerne  tolgt  der  ersten 
Teilung  bald  nach.  Es  geht  dies  ans  der  Tatsache  hervor, 
dass  m  an  in  einem  Fruchtknoten  oft  aile  Stadien  von  der 
Vorbereitung  zur  Synapsis  bis  zur  fertigen  Tétrade  vorfîndet 
und  weiter  daraus,  dass  in  Samenanlagen  mit  homôotypischen 
Teilungen  und  fertigen  Tetraden  weder  der  Nucellus  noch 
die  Integumente  merklich  gewachsen  erscheinen.  In  sâmmt- 
lichen  Fâllen,  in  welchen  eine  gleichzeitige  Kernteilung  in 
beiden  Tochterzellen  zur  Beobachtung  gelangte,  stehen  die 
Achsen  der  beiden  Teilungsfiguren  in  der  Art  ungefâhr  senk- 
recht  zu  einander,  dass  die  Spindelfigur  der  unteren  Zelle  in 
der  Lângsrichtung,  diejenige  der  oberen  in  der  Diagonal-  oder 
Querrichtung  der  Zelle  ausgespannt  ist.  Die  zweite  Teilung 
unterscheidet  sich  von  der  ersten  nicht  nur  durch  die  geringere 
Grosse  der  chromatischen  Eleraente,  sondern  auch  durch  das 
Aussehen  der  ganzen  Teilungsfigur,  deren  achromatischer  Teil 
in  beiden  Zellen  eine  spitz  endigende  Spindel  bildet,  welche 
mit  ihren  Enden,  zum  mindesten  in  der  oberen  Zelle  (Fig.  7, 
Taf.  XVI),  bis  an  die  Wandschicht  des  Plasmas  reicht.  Der 
zweiten  Kernteilung  folgt  die  zweite  Zellteiluug  nach,  durch 
welche  eine  Tétrade  von  Enkelzellen  erzeugt  wird.  Entsprechend 
der  Orientierung  beider  Spindeln  und  der  aus  ihnen  hervor- 
gehenden  Enkelkerne,  liegen  die  beiden  oberen  Enkelzellen 
nebeneinander  (Fig.  8  und  9,  Taf.  XVI),  die  aus  der  unteren 
Tochterzelle  entstehenden  dagegen  ûbereinander.  Von  den  vier 
Zellen  werden  zunâchst  die  beiden  oberen  und  spâter  auch  die 
nâchstfolgende    durch     die    unterste    Tetradenzelle    verdriingt. 
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Dièse  selbst  wird  zur  Embryosackzelle  (Fig.  8,  Taf.  XVI).  Einige 
weitere  der  auf  Tafel  XVI  euthaltenen  Bilder  (Fig.  10 — 14) 
zeigen  noch,  dass  in  einzelnen  Samenanlagea  mit  unvollstau- 
diger  Tetraclenteilnng  wenigstens  die  nntere  der  durch  die  erste 
Teilnng  entstandenen  Tochterzellen  noeh  die  zweite  Kern-  und 
Zellteilung  erftlhrt.  Nach  der  ersteu  Teilung  der  Mutterzelle 
nimmt  in  dieseu  Fâllen  die  untere  Tochterzelle  unter  Vor- 
wôlbung  der  Teilungswand  in  den  Ramn  der  oberen  Zelle  an 
Grosse  zu  (Fig.  10  und  11,  Taf.  XVI).  In  ihr  allein  erfolgt  die 
liomôotypische  Kernteilung  und  die  nachfolgende  Zellteilung, 
so  dass  also  statt  einer  vollstândigen  Tétrade  von  4  Enkel- 
zellen  eine  Reihe  ans  drei  ûbereinander  liegenden  Zellen,  der 
oberen  Tochterzelle  nud  den  beiden  aus  der  unteren  Tochter- 
zelle entstandenen  Enkelzellen,  gebildet  wird.  In  zahlreichen 
weiteren  Samenanlagen  von  B.  Championi  endlich  wird,  wie 
schon  bemerkt  worden  ist,  die  Tetradenteilung  gleich  wie  bei 
B.  candida  schon  nach  der  ersten  Teilung  sistiert.  Die  homôo- 
typische  Teilung  findet  nur  noch  in  der  unteren  Tochterzelle 
statt  und  liefert  die  beiden  ersteu  Kerne  des  Embryosackes. 

Es  ergeben  also  schon  die  wenigen  bis  jetzt  auf  den  Verlauf 
der  Tetradenteilung  untersuchten  Burmanniaceen  ausgehend 
von  vollstândiger  Tetradenteilung  eine  lûckenlose  Reihe  von 
Reduktionsstadien  bis  zu  vôUiger  Unterdrûckung  derselben.  Bei 
Thismia  javanica  findet  nach  unserer  Feststellung  (III.  1909 
S.  54)  eine  vollstandige  Tetradenteilung,  allerdings  ohne  Re- 
duktion  der  Chromosomenzahl  statt.  Ferner  gibt  Johow  fur  die 
westindische  Gymnosiphon  trinltatis  (1.  c.  1885  S.  439)  normale 
Tetradenteilung  und  Bildung  des  Embryosackes  aus  der  „un- 
tersten  Tochterzelle  zweiten  Grades"  an.  Studien  ûber  Chromo- 
somenreduktion  sind  von  ihm  nicht  gemacht  worden.  Aus  seinen 
weiteren  Ausfùhrungen  uud  seinen  Zeichnungen  ist  aber  zu 
schliessen,  dass  bei  jener  Pflanze  Beft'uchtung  sehr  wahrschein- 
lich  ist.  Es  dùrfte  daher  auch  die  der  Embryosackentwicklung 
vorausgehende  vollstandige  Tetradenteilung  mit  einer  Chro- 
mosomenreduktion  verbunden  sein.  Bei  B.  Championii  finden 
wir    neben    Samenanlagen    mit    vier    und    drei    Tetradenzellen 
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zalilreiche  weitere  mit  nur  zwei  solcheu  Zellen,  von  denen  die 
untere  zum  Embryosack  auswâchst.  Bei  B.  candida  ist  dièse 
Form  der  Tetradenteilung  zur  Regel  geworden  imd  bei  B.  coe- 
lestis  schliesslich  bleibt  die  Tetradenteilung  in  der  Mehrzahl  der 
Samenanlagen  voUstândig  aus.  Die  Embryosack  m  utterzelle  wird 
direkt  zum  Embryosack,  wobei  die  weitere  Entwicklung  ohne 
Chromosomenreduktion  vor  sich  Q-eht. 

2.  Ausbildimg  des  achtkernigen  Emhryosackes. 

Bei  B.  candida,  ebenso  bei  B.  Championii,  ist  wâhrend  desganzen 
Verlaufes  der  Tetradenteilung  die  sporogene  Zelle  nur  von  der 
eiuzigen  Schicht  epidermaler  Nucelluszellen  umgeben.  Grosse 
und  Form  des  die  Mutterzelle  und  ihre  Teilungsprodukte  ber- 
genden  Teils  der  Samenanlage  verândern  sich  fast  nicht.  Da- 
gegen  findet  wâhrend  der  beschriebenen  Teilungen  durch  starkes 
Wachstum  und  intensive  Zellteilungen  in  den  basalen  Partien 
der  Samenanlage  die  Anlage  der  Integumente  und  unter  starker 
Ausprâgung  der  anatropischen  Krûmmung  die  Scheidung  eines 
Stiels  vom  Kôrper  der  Samenanlage  statt(Fig.  5 — 6  und  13 — 16, 
Taf.  XIII).  Die  Teilungen  zur  Bildnng  des  zuerst  auftretenden 
inneren  Integumentes  Px^folgen  am  Umfang  des  Nucellus,  etwa 
auf  dem  Niveau  der  Basis  seiner  Embryosackmutterzelle.  Der 
Scheitel  des  bald  sichtbaren  Ringwulstes  mit  seinen  im  Schnitt 
dreieckig  erscheinenden  Zellen  verharrt  wâhrend  des  ganzen 
Verlaufes  der  Tetradenteilung  (Tafel  XVI)  ungefâhr  in  mittlerer 
Hôhe  der  Mutterzelle  oder  der  aus  ihr  entstehenden  Reihe  von 
Tochter-  und  Enkelzellen.  Auf  der  dem  Funiculus  abgekehrten 
Seite  kommt  ferner  bald  das  rasch  heranwachsende  âussere 
"In tégument  zur  Entwicklung.  Gleichzeitig  mit  den  beiden  In- 
tegumenten  verlângert  sich  der  Nucellus  durch  Streckung  und 
Teilung  seiner  unter  dem  Embryosack  liegenden,  peripheren 
und  zentralen  Zellen  nach  unten.  Die  Zahl  der  den  Embryosack 
direkt  umgebenden  Zellen  dagegen  bleibt,  wie  aus  den  Lângs- 
schnitten  durch  Samenanlagen  (Taf.  XIII,  XVI,  XVII),  hervor- 
geht,  noch  lange  Zeit  ziemlich  gleich. 
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Die  Entwicklnng  der  einkernigen  Embryosackzelle  zum  acht- 
kernigen  Eaibryosacke  mit  Eiapparat,  Antipoden  und  freien 
Polkernen  findet  in  der  gewohnten  Weise  statt.  Nach  der  ersten 
Teilung  ihres  Kernes  nehmen  die  Tochterkerne  an  den  Schmal- 
seiten  der  inzwischen  in  der  Richtnng  der  Achse  gewachsenen 
'Zelle  Aufstellung.  Durch  den  zweiten  Teilungsschritt  entstehen 
hier  die  Zweiergruppen,  durch  den  dritten  die  bekannten  Vier- 
ergrnppen  von  Kernen  (Fig.  10,  17,  Taf.  XIII,  Fig.  l,  Taf.  XIV 
und  Fig.  1 — 5,  Taf.  XVII).  Wâhrend  dieser  Kernteihmgsvor- 
gânge  erfolgt  die  Vakuolenbildung  im  Cytoplasma  und  schliess- 
lich  die  Entstehung  des  zentralen,  die  beiden  Kerngruppen 
scheidenden  Saftraumes.  Wâhrend  bei  B.  candida  dièse  Vorgânge 
nur  von  einem  geringen  Wachstum  des  Embryosackes  begieitet 
sind  und  die  Vakuolenbildung  hâufig  unregelmâssig  und  ver- 
spâtet  sich  abspielt,  geht  bei  B.  Championii  schon  der  ersten 
Teilung  des  Embryosackes  eiu  starkes  Wachstum  voraus.  Der 
ersten  Kernteilung  folgt  dann  sofort  die  Entstehung  von  klei- 
neren  Einzelvakuolen  und  hernach  die  Bildung  des  grossen 
zentralen  Saftraumes  nach.  Der  zweite  und  dritte  Teilungs- 
schritt folgen  dann,  ohne  dass  wâhrend  derselben  eine  weitere 
Grôssenzunahme  des  Sackes  zu  konstatieren  wâre,  so  rasch  auf 
einander,  dass  der  achtkernige  Embryosack  nicht  oder  doch  nicht 
wesentlich  grôsser  ist  als  der  zweikernige  Embryosack  (Fig.  4 
und  5,  Taf.  XVII). 

Im  achtkernigen  Embryosacke  haben,  besonders  deutlich  bei 
B.  Championii,  die  acht  Kerne  schon  bald  nach  ihrer  Entstehung 
verschiedenes  Aussehen.  Den  Figuren  4  und  5,  Tafel  XVII  z.  B. 
ist  zu  entnehmen,  dass  die  Anordnung  der  acht  ans  der  letzten 
Teilung  hervorgehenden  Kerne  in  vier  Paaren  zunâchst  einige 
Zeit  erhalten  bleibt.  In  der  scheitelstândigen  Vierergruppe  sind 
bald  die  beiden  Kerne  des  die  Synergidenkerne  liefernden 
Paares,  bald  diejenigen  des  dem  Saftraum  des  Embryosackes 
genâherten  Paares,  welches  Eikern  und  Polkern  liefert,  etwas 
grôsser.  In  den  vier  oberen  Kernen  bilden  sich  die  Kernkôr- 
perchen  frnher  als  in  denjenigen  der  unteren  Gruppe.  Fur 
dièse  ist  ferner  charakteristisch,  dass  in  den  beiden  Kernen  des 
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untersteu  Paares,  welche  stets  zu  Autipodenkenien  werden,  Kern- 
kôrperchen  auch  in  spâteren  Stadien  nicht  enthalteu  sind. 

Durch  die  Zellbildung  wird  im  achtkernigen  Embryosacke 
vor  allem  ein  gut  differenzierter,  grosser  Eiapparat  gebildet, 
wâhrend  die  Antipodenzellgruppe  bedeutend  kleiner  bleibt.  Die 
beiden  einander  aufsuchenden  Polkerne  treffen  sich  nicht  in 
genau  fixierter  Stellung,  sondern  bald  in  der  Nâhe  der  Anti- 
poden  (Fig.  6,  Taf.  XVII),  bald  in  der  Mitte  des  Embryosackes 
(Fig.  4,  Taf.  XIV,  Fig.  7,  Taf.  XVII),  nicht  selten  auch  in  un- 
mittelbarer  Nâhe  der  Eizelle. 

Nach  erfolgter  Zellbildung  sind  die  Zellen  des  Eiapparates 
zunâchst  noch  klein  und  die  gegenseitige  Abgrenzung  hâufig 
so  fein,  dass  die  trennenden  Plasmahâute  auch  an  gut  gefârb- 
ten  Prâparaten  nicht  wahrgenommen  werden  kônnen  (Fig. 
6,  Taf.  XVII).  Spâter  sind  Eizelle  und  Synergiden  von  B. 
Championii  langgestreckt  und  die  erstere  hangt  mit  ihrem 
Scheitel  hâufig  bis  in  die  Mitte  des  Embryosackraumes  hin- 
uuter.  Die  Lage  der  Kerne  in  den  diei  Zellen,  sowie  die  Ver- 
teilung  des  Zytoplasmas  und  der  Saftrâume  ist,  wie  ans  den 
Figuren  6 — 8,  Tafel  XVII  hervorgeht,  die  allgemein  ûbliche. 
Unmittelbar  vor  der  Befruchtung  ist  der  Eikern  gewôhnlich 
oval  und  zieralich  grosser  als  die  Synergidenkerne,  v^elche  einen 
einseitig  leicht  eingebuchteten  Rand  besitzen.  Bei  B.  candida 
(Fig.  2 — 5,  Taf.  XIV)  zeigen  sich  âhnliche  Clrôssen-  und  Form- 
unterschiede  zwischen  den  drei  Zellen  des  Eiapparates. 

Am  Antipodenende  geht  die  Zellbildung  bei  beiden  Arten 
gow^ôhnlich  etwas  langsamer  vor  sich  als  am  Eiende,  indessen 
v^erden  auch  hier  meistens  deutliche  Zellen  abgegrenzt.  Im 
besondern  kommt  stets  eine  scharfe  Scheidung  der  Antipoden- 
gruppe  nach  oben  gegen  das  Plasma  des  Embryosackraumes 
hin  zu  Stande,  wâhrend  im  Inneren  der  Gruppe  die  gegen- 
seitige Abgrenzung  der  drei  Zellen  vielfach  eine  weniger  deut- 
liche ist.  Ara  besten  ist  gewôhnlich  die  den  Schwesterkern  des 
Polkerns  enthaltende  Antipodenzelle  abgegrenzt  (Fig.  8,  14, 
Taf.  XVII),  wâhrend  zwischen  den  beiden  anderen,  kleineren 
und  weniger  differenzierten  Kernen  manchmal  keine  Trennungs- 
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wand  wahrnehmbar  ist.  Die  Antipoden  sind  gewôhnlich  so  ge- 
lagert,  dass  eiue  derselben  die  imterste  Spitze  des  Einbryosackes 
einnimmt  imd  die  beiden  andern,  mit  den  Kernen  in  ucgefâhr 
gleicher  Hôhe,  nebeneinander  liegen  (Fig.  5,  Taf.  XIV  und  Fig. 
7,  12,  14,  Taf.  XVII).  Ausnahmsweise  sind  aile  drei  Zellen  in  eine 
kurze  Reihe  eingeordnet.  Die  nebeneinander  liegendeu  und  bald 
verschmelzenden  Polkerne  unterscheiden  sich  von  den  ûbrigen 
Kernen  des  Sackes  durch  bedeutendere  Grosse  (Fig.  6 — 8, 
Taf.  XVII). 

Wâhrend  der  Embryosackentwicklnng  findet  auch  ein  starkes 
Wachstnm  der  ûbrigen  Teile  der  Samenanlage  statt.  Das  innere 
Integument  ist  ùber  den  Seheitel  des  IsTucellns  emporgewachsen, 
das  âussere  Integument  dagegen  mit  seinem  Vorderrande  in 
der  Hôhe  des  Eiapparates  zurûckgeblieben.  Der  Mikropylen- 
kanal  wird  infolge  dessen  einzig  von  dem  inneren  Integument 
gebildet  (Fig.  3,  Taf.  XIV,  Fig.  9,  Taf.  XVII).  Eine  auffallende 
Veranderung  ist  wâhrend  der  Differenzierung  des  Embryosackes 
mit  der  umgebenden  Nucelluszellschicht  erfolgt.  Ihre  Zellen 
werden  zu  Beginn  des  Embryosackwachstums  zunâchst  stark 
gestreckt.  Spâter  degenerierén  die  Zellen  einer  mittleren  Ring- 
zone,  wâhrend  diejenigen  am  oberen  und  unteren  Ende  des 
Sackes  erhalten  bleiben.  An  dessen  Seheitel  entsteht  so  eine 
kleine  Kappe  ans  Nucelluszellen,  von  welcher  auf  medianen 
Lângsschnitten  3 — 5  Zellen  sichtbar  sind  (Fig.  4-^6,  Taf.  XIV). 
An  der  Basis  des  Embryosackes  zeichnen  sich  die  umgebenden 
Nucelluszellen  schon  auf  frûhen  Stadien  (Fig.  2,  Taf.  XVII) 
durch  dichteres  Plasma  und  stârker  fârbbare  Kerne  ans,  sie 
bilden  zusammen  mit  den  Zellen  dei  medianen  Zellreihe  sowie 
dem  ûbrigen  basalen  Nucellusgewebe  einen  becherfôrmigen  Zell- 
komplex,  in  welchen  der  Embr^^osack  eingesenkt  erscheint. 
Dièses  basale  Nucellusgewebe  bleibt  bis  zur  Ausbildung  des 
reifen  Samens  mit  ail  seinen  Zellen  vôllig  erhalten,  wâhrend 
die  scheitelstândige  Nucelluskappe  bei  der  weiteren  Entwick- 
lung  vôllig  verschwindet  oder  hôchstens  einige  zusammenge- 
drûckte  Zellreste  zurûck  bleiben  (Fig.  16,  17,  Taf.  XIV).  Der 
Funiculus    der    Samenanlage    liât    sich    stark    verlângert;    im 
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Gegensatz  zu  B.  candida  und  anrli  B.  coelestis  wird  er  von 
einigen  Tracheiden  durclizogen,  die  sich  von  einem  der  Leit- 
bûndel  der  Ovariumachse  bis  zur  Chalaza  erstrecken. 

3.  Bestdubung  und  Befruchtung. 

Ûber  die  Bestaubungs-  und  Befruchtungsvorgânge  bei  Bur- 
manniaceen  liegen  bis  jetzt  nur  wenige  Angaben  vor.  Im  Jahre 
1889  schrieb  Engler  ')  bei  der  Bearbeitung  der  Burmanniaceen 
in  den  „Natnrlichen  Pfianzenfamilien"  :  „Zwar  liegen  ûber  die 
Bestâubung  bis  jetzt  keine  direkten  Beobachtungen  vor,  aber 
nach  der  Konstruktion  der  Blûten  ist  es  zweifellos,  dass  Fremd- 
bestâubung  die  Regel  ist"  und  1911  heisst  es  bei  Wettstein  ^) 
immer  noch  :  „  Entomophilie  liôchst  v^ahrscheinlich,  Bestâubungs- 
vorgange  wenig  untersucht".  Auch  in  den  Diagnosen  und  Be- 
schreibungen  der  in  den  letzten  Jabren  aufgefundenen  neuen, 
namentlich  afrikanischen  ^)  Vertreter  der  Burmanniaceen  felilen 
Angaben  ûber  Bestilubung  entweder  vollstândig  oder  vv^erden 
nur  bei  Beschreibung  des  Blûtenbaues  die  Môglichkeiten  einer 
Insektenbestâubung  auseinandergesetzt  und  diskutiert.  So  w^eist 
z.  B.  nach  Engler  "*)  der  Blûtenbau  von  Thismia  Winkleri  darauf 
hin,  dass  bei  der  Entleerung  der  Antheren  der  Pollen  niclit  auf 
die  Narbe  der  schûsselfôrmigen  Griffelerweiterung,  sondern  auf 
den  Grund  des  Kessels  falle,  in  welchem  auch  kleine  Dipteren 
gefimden  wurden.  Dies  scheint  ihm  dafûr  zu  sprechen,  dass  die 
Staubfilden  nach  dem  Ausstreuen  des  Pollens  sich  aufrichten 
und  die  mit  Pollen  beladenen  Insekten  denselben  entweder  in 
den  Narben  derselben  Blute  oder  anderer  weiter  fortgeschrit- 
tener  Blûten  absetzen.  Wahrscheinlicher  erscheint  ihm  das 
letztere,  doch  muss,  wie  er  hinzufûgt,  die  Pflanze  in  der  Natur 
weiter   beobachtet   werden,   wobei    auch  darauf  zu  achten  sein 


1)  Engler,  A.  und  Phantl,  K.,  Die  naturlichen  Pflanzenfamilien  II,  6    S.  45. 

2)  Wettstein,  R.,  liandbucli  der  syst.  Botanik  If.  Aufl.  I9H.  S.  808/809. 

3)  Siehe  bei  SciiLECiiTEr,,  R.,  Burmanniaceae  africanae.  Botan.  Jahrb.  f.  Systema- 
tik,  Pflanzengescliichte  und  PHanzengeographie.   38.  Ed.  1907.  S.  137—143. 

4)  Engi.ek,  a.  Thismia  Winkleri  Engl.,  eine  neue  afi'ikanische  Burmanniacee. 
Botan.  Jalub,  f.  Systematik,  Pflanzengeschichte.  u.  Pflanzengeographie.  38.  Bd.  1907. 
S.  91. 
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werde,  ob  nicht  Pollen  am  unterenEnde  der  Anthère 
auskeimend  am  Konnektivfortsatz  entlang  zur 
Narbe  hinwachsen.  Bel  B.  candida  und  B.  Champ ionii  rmn 
haben  wir  Selbstbestâubung  gefimden.  Sie  kommt  bel 
diesen  Arten  nicht  nur  etwa  gelegentlich  dadurch  zu  Stande, 
dass  bei  ausbleibender  Fremdbestâubimg  Pollen  ans  den  ge- 
ôffneten  Antheren  anf  die  Narbe  fâllt  nnd  hier  keimt.  Die 
Keimung  der  PoUenkôrner  beginnt  vielmehr  schon  im  Inneren 
der  Antherenfâcher  nnd  man  sieht  ans  diesen  ganze  Bûndel 
von  Pollenschlauchen  dem  Konnektivfortsatz  entlang  der  Narbe 
zuwachsen  nnd  zwischen  deren  Papillen  eindringen.  Unsere 
Feststellung  typischer  Antogaïuie  bei  B,  candida  und  B.  Cham- 
pionii  ist  nbrigens  nicht  der  erste,  znverlâssige  Beitrag  zur 
Blûtenbiologie  der  Burmanniaceae,  sondern  bildet  nur  eiue  Be- 
stâtigung  altérer,  merkwûrdigerv^eise  bis  jetzt  fast  vôllig  unbe- 
achtet  gebliebener  Beobachtungen  an  brasilianischen  Vertretern 
der  Famille. 

Die  nachtrâgliche  Durchsicht  der  âlteren  floristisch-systema- 
tischen  Burmanniaceenliteratur  hat  uns  nâmlich  zn  dem  ùber- 
raschenden  Ergebnis  gefnhrt,  dass  schon  im  Jahre  1840  Autogamie 
bei  einer  Burmanniacee  in  vollkommen  einwandfreier  Weise 
festgestellt  und  beschrieben  worden  ist.  Im  Anschluss  an  die 
Diagnosen  einiger  neuer  brasilianischer  Burmanniaceae  disku- 
tiert  MiERS  ')  die  Verwandtschaftsverhâltnisse  dieser  Famille 
und  schreibt  dabei  n.  a.  :  „0n  examining  the  stigma  of  Dictyo- 
stegia  after  flowering,  it  will  be  found  to  be  crowded  with 
bundles  of  white  cottony  filaments,  wich  may  be  seen  even 
w^ith  a  common  lens  to  consist  of  pollen-tubes  issuing  in  a 
body  from  the  cells  ^)  of  the  anthers  and  penetrating  the  stigma, 


MiERS,  J.,  On  sorae  new  brasilian  Plants  allied  to  the  natural  order  Burmannia- 
ceae (Read  March  3rd  and  17th,  1840). 

Transactions  Linn.  Society  of  London.  Vol.  IS.  4841.  S.  535—556.  Tafeln  37  u. 
38.  Zitat  S.  551. 

2)  ,, Cells"  ist  hier,  wie  auch  aus  den  Figuren  1  c  und  1  d  Taf.  37  der  Arbeit  von 
MiERS  hervorgeht  mit  „Poilensacke"  zu  ubersetzen.  Von  den  Figuren  der  zitierten 
Publikation,  welche  fur  Autogamie  sprechen  [1  d  und  4  f  Taf.  37,  Transact.  Linn. 
Soc.  Vol.  18]  sind  zwei  in  Englers  Bearbeitung  der  Burmanniaceae  [Naturl.  Pflanzen- 
familien  II.  6.  S.  49.  Fig.  35  Fund  G]  reproduziert  worden. 
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leaving  their  ends  excerted,  and  clavately  terminated  by  their 
respective  grains."  Eine  weitere  auf  das  Vorkominen  von  Au- 
togamie  bei  Burmanniaceae  verweisende  Angabe  findet  sich  in 
einer  spâteren  Arbeit  ')  desselben  Autors,  in  welcher  er  im 
Anschluss  an  die  Beschreibung  einer  neuen  Burmanniaceen- 
gattung  eingehend  die  Bedeutung  des  Pollens  und  der  Pollen- 
schlâuche  fur  die  Samenbildung  diskutiert.  Nachdem  er  erwâhnfc 
hat,  dass  in  der  Blute  der  Burmanniaceen  die  Sexualorgane  in 
vollkommen  normaler  Weise  ausgebildet  und  funktionsfâhig 
seien,  bemerkt  er  weiter  (S.  466)  :  „In  some  cases  we  see  the 
pollen-tubes  issuing  from  each  anther-cell  (Pollensack)  and 
brought  into  contact  witli  a  3-lobed  stigma  provided  witli 
papillose  surfaces." 

Die  Richtigkeit  der  MiERs'schen  Angaben  ist  .in  einer  spâteren 
Arbeit  Warming's  ^)  ûber  einige  brasiliaiiische  Burmanniaceen 
vôllig  bestâtigt  worden.  Zur  Blûtenbiologie  von  Dictyostegia 
umbellata  Miers  bemerkt  er  namlich  (S.  185):  „11  est  certain 
que  des  grains  de  pollen  germent  dans  les  anthères  ouvertes 
et,  probablement,  les  tubes  poUiniques  sont-ils  capables  de 
pénétrer  de  là  dans  le  stigmate;  mais  d'autres  grains  commen- 
cent par  être  transportés  directement  des  anthères  sur  le  stig- 
mate de  la  même  fleur  avant  de  germer.  Le  transfert  du  pollen 
sur  le  stigmate  est  facilité  par  l'égalité  de  niveau  qui  existe 
entre  celui-ci  et  les  anthères.  La  plante  est,  sans  aucun  doute, 
autogame." 

Bei  der  von  Miers  untersuchten  Dictyostegia  orobanchioides 
MiERS  kommt  Warming  zum  selben  Ergebnis  und  auch  bei 
Apteria  lilacina  ist  nach  seiner  Beschreibung  Autogamie  Regel: 
„Le  stigmate  se  trouve,  encore  une  fois,  à  la  même  hauteur 
que  les  anthères  et  plonge  même  parfois  dans  le  pollen,  ce  qui 
fait  que  les  grains  germant  pendent  en  masses  compactes  à 
l'extrémité  du  style." 

1)  MiEus,  J,,  On  Myostoma,  a  new  genus  of  the  Burmanniaceae  (Read  , lune  7th,186G). 
Transactions  Linn.  Society  of  the  London.  VoL  25.  4806.  S.  4G1-475.  Tafel  57. 

2)  Wakming,  E.,  Sur  quelques  Burmanniacées  recueillies  au  Brésil  par  le  Dr.  A.  Glaziou. 
Oversigt  over  det  kong.  danske  Videnskabernes  Selskabs  Forhandlingar.  1901.  N".  6. 

(Séance  13.  Mai  1898)  S.  173—188.  Pi.  3  und  4.  6  Textfiguren. 
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Ans  diesen  Angaben  von  Miers  imd  Warming,  sowie  unseren 
eigenen  Befunden  geht  also  hervor,  dass  wenigstens  in  der  Unter- 
familie  der  Euhurmannieae,  zu  welclier  die  Gattungen  Dictyostegia, 
Apteria  und  Burmannia  gehôren,  Autogamie  verbreitet  zu 
sein  scheint.  Dies  regt  an,  auch  bei  Vertretern  der  Thismieae 
und  Corsieae,  wie  es  Engler  fur  'Ihismia  Winhleri  getan  hat, 
Autogamie  ernstlich  in  Frage  zu  ziehen,  so  weit  bei  denselben 
wenigstens  (fur  Th.  javanica  und  Th.  clandestina  haben  wir  be- 
reits  das  Gegenteil  wahrscheinlich  gemacht)  die  Samenbildung 
ùberhaupt  noch  von  Bestâubung  und  Befruchtung  abhângig  ist. 

Das  Wachstum  der  Pollensclilâuche  von  B.  candida  und 
B.  Championii  geht  vôllig  normal  durch  den  Griffelkanal  vor 
sicli,  an  dessen  Wilnden  die  Schlâuche  zu  Hunderten  zwischen 
den  leicht  vorgewôlbten  Oberfiachenzellen  wahrgenommen  wer- 
den  und  zwar  zu  einer  Zeit,  da  in  den  Samenanlageu  des 
Fruchtknotens  erst  zwei-  bis  vierkernige  Embryosâcke  vorhan- 
den  sind.  In  grosser  Zabi  werden  Pollensclilâuche  auch  in^der 
Fruchtknotenhôhle,  an  der  Oberflâche  der  Plazenten  gefunden. 
Infolge  der  stark  anatropen  Krûmmung  der  Samenanlageu  lie- 
geu  die  Mikropylen  meistens  in  unmittelbarer  Nâhe  der  papil- 
lenbesetzten  und  die  Pollenschlâuche  leitenden  Plazenten.  Da 
der  Mikropylenkanal  sehr  eng  ist,  schmiegt  sich  der  befruch- 
tende  Pollenschlaucli  dessen  Wânden  so  dicht  an,  dass  man 
auf  spâteren  Stadien  von  demselben  gewôhnlich  nur  noch 
das  Stùck  zwischen  Plazenta  und  Mikropylenôffnung  und  das 
innerste,  ani  Scbeitel  des  Embryosackes,  deutlich  wahrnimmt 
(Fig.  9,  Taf.  XVII).  Die  Befruchtungsvorgânge  selbst  voUziehen 
sich  bei  beiden  Arten  in  der  fur  die  Angiospermen  ûblichen 
Weise.  Der  PoUenschlauch  drângt  sein  fortwachsendes  Ende 
zwischen  den  lockeren  Zellen  der  einschichtigen  Nucellarkappe 
hindurch  (Fig.  1-3,  Taf.  XV  und  Fig.  9,  Taf.  XVII)  und  ent- 
leert  seinen  Inhalt  entweder  im  Embryosackraum  an  der  Ober- 
flâche  einer  Synergide,  oder  in  eine  Synergide  hinein.  Von 
den  beiden  generativen  Kernen  dringt  der  eine  in  die  Eizelle 
ein,  der  andere  wird  zu  den  beiden  gewôhnlich  in  geringer  Ent- 
fernung  vom  Eiapparat  liegenden  Polkernen  getragen  (Fig.  8 — 6, 
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Taf.  XV).  Die  Vereinigung  von  Polkernen  und  Spermakern, 
sowie  die  Teilung  ihres  Vereiuigungsproduktes,  des  sekundâren 
Embryosackkernes,  erfolgt  sehr  rasch.  Leider  ist  es  in  keinem 
einzigen  Falle  gelungen,  Stadien  aus  dem  Verlauf  der  ersten 
Teilung  des  sekundâren  Embryosackkerns  aufzufmden.  In  allen 
Prâparaten,  welche  BefruchtuDgsstadien  enthalten,  sind  merk- 
wùrdigerweise  neben  Samenanlagen,  in  denen  erst  unmittelbar 
vor  der  Fixierung  die  Entleerung  des  PoUenschlanchinhaltes 
erfolgt  war,  nur  noch  solclie  mit  nebeneinander  liegenden  Ge- 
schlechtskernen  vorhanden,  feruer  Stadien,  die  deD  in  Fig.  10 — 
14,  Taf.  XV  dargestellten  entsprechen,  in  welchen  also  schon 
eine  oder  sogar  zwei  Teilungen  des  sekundâren  Embryosack- 
kerns vollzogen  sind.  Die  Vereinigung  von  Eikern  und  Sperma- 
kern  dagegen  nimmt  lângere  Zeit  in  Anspruch  und  in  allen 
Stadien  mit  zwei  oder  vier  Endospermkernen  (Fig.  10 — 12, 
Taf.  XV)  ist  die  Zusammensetzuug  des  Zygotenkernes  aus  zwei 
noch  nicht  vôllig  verschmolzeuen  Kernen  deutlich  wahrnelimbar. 
Die  mit  einem  solchen  Doppelkern  versehenen  Eizellen  unter- 
scheiden  sicli  in  ihrer  Grosse  und  Gestalt  stark  von  den  noch 
nicht  befruchteten  Eiern.  Wie  schon  angefûhrt  worden  ist, 
enthâlt  der  ausgebildete  Embryosack  von  B.  candida  und  B. 
Chainpionii  einen  Eiapparat,  der  demjenigen  des  typischen  Em- 
bryosackes  der  Angiospermen  vôllig  entspricht.  In  den  Syner- 
giden  sind  die  Vakuolen  scheitelstândig,  der  Kern  gegen  die 
Ansatzstelle  der  Zelle  an  der  Ëmbryosackwand  hin  gelagert. 
In  der  Eizelle  (z.  B.  Fig.  7  und  8,  Taf.  XVII)  dagegen  nimmt 
der  Kern  mit  dem  grôsseren  Teil  des  Zytoplasmas  den  breiten, 
dem  Embryosackinneren  zugekehrten  Scheitel  ein,  wâhrend  der 
Saftraum  an  der  Basis  liegt.  Im  Vergleich  zur  Eizelle  ist  nun 
die  einzellige  Embryoanlage  stark  verkùrzt.  Ihr  Saftraum  ist 
vôllig  oder  bis  auf  eine  kleine  Vakuole  verschwunden,  der 
Zellraum  dicht  mit  Plasma  und  Kern  erfûllt.  Gestalts-  und 
Volumenânderung  beruhen  wohl  auf  der  Ausstossung  des 
Zellsaftes  und  der  Kontraktion  des  Plasmas  der  Eizelle.  Ob 
dièse  Verânderung  al:>er  vor  dem  Eindringen  des  Spermakernes 
erfolgt  ist,   oder   als   eine   Folge   desselben   zu   betrachten  ist, 
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konnte  nicht  entschieden  werden.  Jedenfalls  handelt  es  sich 
hier  nm  eine  Erscheinung,  welclie  in  einer  Detailuntersuchung 
noch  eingehender  erforscht  werden  sollte.  Ebenso  muss  an  dieser 
Stelle  auf  eine  weitere,  namentlich  in  Prâparaten  von  B.  Cham- 
pionii  beobachtete  Eigentûmlichkeit  aufmerksam  gemacht  wer- 
den. Nach  der  Vereinigung  von  Eikern  und  Spermakern  liegt 
an  der  Oberflâche  des  Keimkernes  (Fig.  10,  Taf.  XVII)  haufig 
eine  dunkler  als  das  umgebende  Cytoplasma  gefârbte  Masse. 
Bei  schwâcherer  Vergrôsserung  glaubt  man  einen  Spermakern 
an  der  Oberflâche  des  Eikerns  zu  sehen,  bei  den  mit  den 
Zeiss'schen  homogenen  Immersionen  2  mm  und  1.5  mm  gege- 
benen  schônen  Auflôsungen  ist  aber  sofort  ersichtlich,  dass 
diesem  Anhangsel  nicht  Kernnatur  zukommt,  sondern  dass  es 
cytoplasmatischer  Natur  sein  muss.  tJber  den  Ursprung  dieser 
in  zahlreichen  Prâparaten  wahrnehmbaren  Ansammking  kônnen 
hôchstens  Vermutungen  geâussert  werden.  Es  ist  môgiich,  dass 
es  sich  hier  um  das  Auftreten  kompakter  Massen  zellfremden 
Plasmas,  Embryosackplasma,  Synergidenplasma,  Plasma  des 
Pollenschlauches  oder  der  generativen  Zelle  handelt,  welches 
mit  dem  generativen  Kern  in  die  Eizelle  eingedrungen  ist  und 
sich  mit  deren  Plasma  nicht  mischt,  oder  wenigstens  auf  diesem 
Stadium  noch  nicht  vermischt  hat.  Sichere  Anhaltspunkte  ûber 
den  Ursprung  dièses  Plasmas  zu  finden  ist  natùrlich  nicht 
leicht,  vielleicht  sogar  unmôglich.  Es  erCibrigt  also  vorlâufig 
auch,  die  Bedeutung  zu  diskutieren,  welche  dieser  Wahrneh- 
mung  eventuell  in  befruchtungstheoretischer  Hinsicht  zukommen 
konnte.  Vielleicht  wird  darauf  zurùckzukommen  sein,  wenn 
âhnliche  Beobachtungen  auch  bei  anderen  Pflanzen  gemacht 
werden. 

Die  Synergiden  gehen  wâhrend  oder  nach  dem  Befruchtungs- 
akte  zu  Grunde,  nur  ausnahmsweise  ist  die  eine  derselben  zu- 
sammen  mit  den  Resten  des  Pollenschlauches  noch  lângere  Zeit 
neben  der  Keimzelle  am  oberen  Ende  des  Embryosackes  vor- 
handen.  Auch  solche  zunâchst  noch  erhalten  bleibende  Syner- 
giden siud,  wahrscheinlich  ebenfalls  infolge  Saftverlustes  vor 
oder  wâhrend  des  Befruchtungsaktes,  kleiner  geworden. 

Ann.  Jard.  Bot.  Buitenz.  3e  Sér.  Vol.  X.  12 
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4.  Endosperm-  und  Emhryobildung,  Entioicklung  des 

reifen  Samens. 

Endosperm-  und  Embryoentwicklung  stimmen  bei  allen  bis 
jetzt  untersucliten  Biirmanniaceen  sowohl  in  der  geringen  Ent- 
wicklung  des  Embryos  wie  seines  Nâhrgewebes  iiberein.  Bei 
B.  candida  und  B.  Championii  entwickelt  sich,  fur  B.  candida 
ist  das  schou  vod  Treub  gezeigt  worden,  der  Embryo  nur  zu 
einem  drei-  hôchsteus  vierzelligen  kleinen  Kôrper,  der  am 
Scheitel  des  ebenfalls  wenigzelligen  Endosperms  eingebettet  ist. 
Die  Endospermbildung  geht  der  Embryobildung  voraus  und  ist 
hâufig  schon  vor  der  ersten  Teilung  der  Keimzelle  zum  Ab- 
schlusse  gelangt.  Trotz  der  wenigen  zur  Endospermbildung 
notwendigen  Teiluugen  ist  deren  Verlauf  weder  von  Treub  noch 
von  JoHow  genau  festgestellt  worden.  Noch  in  neuester  Zeit 
hat  Meyer  (1.  c.  S.  10  und  Figur  35  —  36)  auf  Grund  einer 
lûckenhaften  Beobachtungsserie  an  Thismia  javanica  von  den 
ersten  Stadien  der  Endospermentwicklung  eine  unrichtige  Dar- 
stellung  gegeben,  indem  er  zwei  zu  Beginn  der  Endosperm- 
bildung an  der  Basis  des  Embryosackes  entstehende  Zellen  als 
Antipoden  ansprach.  Es  sollen  daher  die  zur  Endospermbildung 
fùhrenden  Entwicklungsvorgânge  im  nachfolgenden  eingehend 
besprochen  werden. 

Wie  schon  erwâhnt  worden  ist,  sind  Anhaltspunkte  dafûr 
vorhanden,  dass  der  sekundâre  Embryosackkern  schon  bald  die 
erste  Teilung  erfâhrt.  Der  Teilungsvorgang  selbst  ist  nicht  be- 
obachtet  worden.  Es  geht  aber  aus  dem  Aussehen  der  Teilungs- 
produkte  deutlich  hervor,  dass  dieser  ersten  Teilung  jedenfalls 
keine  Verschmelzung  der  chromatischen  Substanz  der  drei  Kerne 
vorausgegangen  ist.  Die  beiden  ersten  Endospermkerne  sind 
vielfach  wieder  dreiteilig  und  zeigen  spâter  drei  Kernkôrperchen 
(Fig.  10—13,  Taf.  XV  und  Eig.  16,  Taf.  XVII).  An  einzelnen 
dieser  dreiteiligen  Kerne  (Fig,  13,  Taf.  XV)  kann  ganz  deutlich 
wahrgenommen  werden,  dass  jeder  seiner  Komponenten  ein 
selbstândiges  Chromatinfadennetz  aufweist  und  die  drei  Chro- 
matinkôrper  sich  im  Innern  des  uugeteilten  Kernraumes  deutlich 


179 

gegeneinander  abgrenzen.  Dièse  Bilder  werden  jedenfalls  am 
elûfachsten  durch  die  Annahme  erklârt,  dass  bei  den  Vorbe- 
reitungen  zur  ersten  Teilung  die  Chromosomen  der  drei  nur 
ausserlich  verschmolzeneu  Kerne  sich  als  besondere  Griippen 
in  die  gemeinsame  Keruteilungsfigur  einstellen  iind  ihre  Tochter- 
cbromosomen  in  den  Teilungsprodukten  wiederum  zur  Bildnng 
getrennter  Fadennetze  zusammentreten.  Die  Dreiteiligkeit  des 
chromatischen  Inhaltes  ist  anch  spâter  noch  ans  dem  Vorhan- 
densein  von  drei  Kernkôrperchen  und  ans  dem  gebuchtet  blei- 
benden  Umriss  dieser  Kerne  zu  erkennen.  Es  geben  dièse 
Beobachtungen  also  einen  weiteren,  hûbschen  Beleg  fur  die 
Richtigkeit  der  in  grossen  Kreisen  der  Cytologen  herrschenden 
Ansicht,  von  der  Erhaltuug  der  Individualitât  vâterlicher  und 
mûtterlicher  Chromosomen  in  den  Abkômmlingen  der  aus  der 
Vereinigung  von  Geschlechtszellen  entstandenen  Zygotenkerne. 
Von  besondere  m  Interesse  ist  dabei,  dass  es  sich  um  den  nn- 
gewôhnlichen  Fall  handelt,  dass  der  Zygotenkern  statt  aus  zv^ei 
aus   drei   Kern  en  hervorgegangen  ist. 

Von  den  beiden  Tochterkernen  der  ersten  Teilung  ninamt, 
wie  bei  Thismia  javanica,  der  eine  sofort  am  unteren  Ende  des 
Embryosackes  unmittelbar  ùber  den  Autipoden  Aufstellung, 
wâhrend  der  andere  im  seitlichen  Wandbelage  nach  oben,  gegen 
die  Keimzelle  hin  wandert  (Fig.  12  Taf.  XV). 

Der  basale  Tochterkern  wird  hierauf  mit  dem  umgebenden 
Plasma  durch  eine  nach  oben  vorgewôlbte  Querwand  vom  grôs- 
seren,  oberen  Teil  des  Embryosackes  abgeteilt  und  bildet  die 
Basaî-oàer  HaustoriwnzeUe  (Fig.  10,  11  Taf.  XV  und  Fig.  1 3  Taf. 
XVII),  deren  Entstehnng  wir  schon  fur  die  T/iismiaSiï'ten  beschrie- 
ben  haben.  Die  frùhzeitige  Bildung  einer  basalen  Endospermzelle, 
wâhrend  nachher  im  oberen  Teile  des  Embryosackes  die  freien 
Kernteilungen  wieder  aufgenommen  werden,  bildet  die  wichtigste 
Abweichung  der  Endospermbildung  von  Burmannia  vom  gewôhn- 
lichen  Entwicklungsgang  im  Embryosacke  der  Angiospermen.  Sie 
ist  von  nm  so  grôsserem  Interesse,  als  das  weitere  Verhalten 
dieser  basalen  Endospermzelle  bei  den  einzelnen  Gattungen  und 
Arten  der  Famille  verschieden  ist  und  sich  vielleicht  eine  âhn- 
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liche  Reihe  von  Ausbildungsformen  des  Basal-oder  Haustorial- 
apparates  wird  feststellen  lassen,  wie  es  z.  B.  Ed.  Schmid  (1.  c. 
S.  277)   bei  den  Scrophiilariaceen  môglich  gewesen  ist. 

Bei  den  ThisîniaajVten  wird  dièse  basale  Zelle  nach  voraus- 
gegangener  karyokinetischer  Teilung  des  Kerns  durcli  eine 
Lângsteilung  in  zwei  nebeneinander  liegende  Tochterzellen  ge- 
teilt.  Bei  den  beiden  Biirmannia?ivien  bleibt  dièse  Zellteilung 
aus.  Bei  B.  candida  erfolgt  zwar  in  der  Basalzelle  in  der  Regel 
noch  eine  Kernteilung,  wâhrend  bei  B.  Championii  die  Basalzelle 
haufig  einkernig  bleibt.  Die  geringe  Teilungstâtigkeit,  welche 
dem  unteren  der  beiden  aus  der  ersten  Teilung  des  sekundâren 
Embryosackkerns  hervorgehenden  Tochterkerne  im  Vergleich 
zu  seinem  Schwesterkerne  znkommt,  ist  vielleicht  die  Ursache, 
dass  seine  aufïVillenden  Strukturverhâltnisse  besonders  lange 
beibehalten  werden.  Das  Plasma  der  Basalzelle  ist  dicht,  in 
jnngen  Stadien  hie  und  da  etwas  vaknolig  (Fig.  15  Taf.  XVII). 
Der  Kernteiluugsschritt,  durch  welclien  bei  B.  candida  dièse 
Zelle  zweikernig  wird,  erfolgt  io  den  einen  Embryosâcken  gleicli- 
zeitig  mit  der  nâchsten  Teilung  des  oberen,  freien  Schwester- 
kerns,  in  anderen  erst,  wenn  im  Embryosackraume  schon  vier 
bis  acht  freie  Kerne  vorhanden  sind  (Fig.  6,  9  Taf.  XIV).  Es 
sind  aucli  Embryosâcke  zur  Beobachtung  gelangt,  in  welchen 
schon  die  Endospermzellen  gebildet  waren,  die  Basalzelle  aber 
noch  einkernig  war.  Bei  B.  Chamjnoiiii  dagegen  erfolgt  die 
Kernteilung  in  der  Basalzelle  verspâtet  oder  bleibt  sogar  ganz 
aus.  (Fig.  15,  16  Taf.  XVII). 

Bei  beiden  Arten  aber  nimmt  die  Basalzelle  in  spâteren 
Stadien  diejenige  Struktur  an,  die  Johow  bei  der  Untersuchung 
westindischer  und  brasilianischer  Burmanniaceen  an  der  unter- 
sten  Endospermzelle  altérer  Embryosâcke  aufgefallen  ist.  Es 
bilden  sich  nâmlich  im  Plasma  derselben  eine  grôssere  Zabi 
von  unten  nach  oben  verlaufender  Zellulosebalken  aus,  welche 
den  Zellraum  in  nebeneinander  liegende,  schmale  Fâcher  gliedern 
(Fig.  11—13,  15  Taf.  XIV). 

1)  Schmid,  Ed.,  Beitràge  zur  Entwicklungsgeschichte  der  Scrophulariaceae.  Beih.  z. 
botan.  Centralblatt  Bd.  XX,  1906.  S.  175—299.  3  Tafeln.  58  Textfiguren. 
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Nach  der  Abgrenzung  der  Basalzelle  teilt  sich  der  im  Em- 
bryosackraum  verbliebene  Schwesterkern  bald  aufs  neue  und 
seine  beiden  Abkômmlinge  nehmeu  am  oberen  und  nuterea 
Ende  des  Embryosackes  Aufstellung  (Fig.  14  Taf.  XV).  Rasch 
folgt  eine  weitere  Teilung,  welche  an  jedem  Ende  des  Sackes 
zunachst  zwei  Kerne  erzeugt  (Fig.  15,  16  Taf.  XVII)  und 
schliesslich  ein  dritter  Teilungsschritt.  Aus  der  Durchmusterung 
zalilreicher  Prâparate  gelit  hervor,  dass  die  Achtzahl  der  Kerne 
einige  Zeit  konstant  bleibt.  Sie  verteilen  sich  in  gleicliniassigen 
Abstanden  in  dem  dichter  werdenden  Plasma,  das  um  die  ein- 
zelnen  Kerne  bald  eine  strahlige  Anordnung,  die  Vorbereitungen 
zur  Zellbildung  erkennen  lâsst.  Dièse  folgt  in  kleineren  Samen- 
anlagen  schon  im  Achtkernstadium,  in  grôsseren  nach  einem 
oder  hôclistens  zwei  weiteren  Kernteilungsschritten  nach.  Die 
Anzahl  der  durch  simultané  Zellbildung  entstehenden  Endo- 
spermzellen  ist  also  stets  eine  beschrânkte.  Ihre  Zahl  wird 
spâter  durch  keine  weiteren  Teilungen  mehr  vermehrt,  so  dass 
auch  in  viel  âlteren  Stadien  auf  Langsschnitteu  nur  sechs  bis 
acht  in  der  Mittellinie  des  Sackes  aneinandergrenzende  Endo- 
spermzellen  sichtbar  sind.  Auch  die  Kerne  dieser  Zellen  erfahren 
keine  weiteren  Teilungen  und  beginnen  wâhrend  der  Ansammlung 
der  Reservestoffe  zu  degenerieren.  In  dem  zuerst  leicht  schau- 
migen  Cytoplasma  bilden  sich,  besonders  reichlich  um  den  Kern, 
grôssere  und  kleine  Olkugeln  aus.  Ausserdem  fùhrt  der  Inhalt 
altérer  Endospermzellen  Stârke  und  weitere  Mengen  von  Kohle- 
hydraten  werden  in  Forra  von  Reservecellulose  in  den  stark 
verdickten  Wânden  der  Endospermzellen  gespeichert. 

Der  Embryo  bleibt  bei  B.  candida  und  B.  Championii  klein 
und  wenigzelli^.  Eine  Querwand  teilt  die  Keimzelle,  gewôhulich 
erst  nachdem  die  Endospermbildung  schon  zum  Abschluss  gelangt 
ist,  zunâchst  in  eine  basale  und  eine  scheitelstandige  Zelle  (Fig. 
11  und  12  Taf.  XIV),  von  denen  die  letztere  sich  meistens  noch 
einmal  durch  eine  Wand  in  der  Richtung  der  Lângsachse  des 
Embryosackes  teilt  (Fig.  13  Taf.  XIV).  Hie  und  da  erfahrtauch 
die  Basalzelle  eine  weitere  Teilung  und  zwar  durch  eine  Quer- 
wand,  so   dass   sich   dann  der  Embryo  (Fig.  14  Taf.  XIV)  aus 
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zwei  einzelligen  und  einer  zweizelligen  Etage  zusammensetzt. 
Dièse  letztere  Teilung  allerdings  ist  bei  B.  candida  sehr  selten. 
Wir  haben  sie  nur  in  zwei  Fâllen  beobachtet  und  Treub  gibt 
in  seiner  Mitteiluug  ûber  dièse  Species  ebenfalls  an,  nicht  vôllig 
sicher  eine  Querwand  in  der  oberen  der  beiden  Zellen  beobach- 
tet zu  haben.  Im  vôllig  reifen  Samen  sind  die  Embryozellen 
dùnnwandig,  mit  homogenem,  feinkôrnigem  Plasma  verseben 
und  dadurch  wie  auch  infolge  ihrer  viel  kleineren  Dimensionen 
von  den  dickwandigen,  kôrnerreichen  Endospermzellen  schon  bei 
schwacher  Vergrôsserung  auf  den  ersten  Blick  zu  unterscheiden. 
Die  nach  der  Befruchtuug  hie  und  da  noch  erhalten  gebliebene 
eine  Synergide  ist  schon  vor  der  Endospermzellbildung  mit  den 
Resten  des  Pollenschlauches  aufgelôst  worden,  so  dass  innerhalb 
des  dickwandigen  und  haufîg  ûber  die  Ansatzstelle  desEmbryos 
hinausragenden  Endospermkôrpers  nur  der  Embryo  eingeschlossen 
ist  (Fig.  11  — U  Taf.  XIV). 

Wâhrend  der  Endosperm-und  Embryoentwicklung  gehen  auch 
Verânderungen  an  den  ausseren  Teilen  der  Samenanlage  vor 
sich.  Das  âussere  Integument  und  der  Funiculus  der  Samenan- 
lage erfahren  starkes  Wachstum,  ebenso  findet  eine  starke 
Streckung  aller  Zellen  in  der  Chalazaregion  des  reifenden  Sa- 
mens  statt.  Auf  der  Mikropylenseite  entstehen  so  zwei  lange, 
fadenfôrmige  Anhangsel,  das  eine  aus  dem  gestreckten  Fani- 
culus,  das  andere  aus  dem  jenem  ungefâhr  parallel  laufenden, 
ausseren  Integument.  Ein  drittes  Anhangsel  geht  auf  der 
gegenûber  liegenden  Seite  aus  der  ebenfalls  stark  verlângerten 
Chalazapartie  hervor.  Am  ausgewachsenen  Samen  setzen  sich 
die  drei  flûgelartigen  Fortsâtze  aus  iuhaltsarmen  oder  vôllig 
leeren,  durchsichtigen  Zellen  zusammen  (Fig.  16  und  17  Taf. 
XIV).  Ein  Querschnitt  durch  eine  fast  ausgereifte  Frucht  zeigt 
infolge  der  eigentûmlichen  Formânderung  der  Samen  ein  ganz 
anderes  Bild  als  auf  frùheren  Stadien.  Wâhrend  in  jùngeren 
Fruchtknoten  die  kurzgestielten,  stark  anatropen  Samenanlagen 
an  der  Oberfliiche  der  Plazenten  sitzen  und  zwischen  denselben 
und  der  Fruchtknotenwand  ein  weiter  Hohlraum  offen  ist,  er- 
scheinen  in  den  reifenden  Frûchten  die  Samen  im  ganzen  Hohl- 
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raura  des  Fruclitkuotens  verteilt.  Die  stark  verlângerten  Funiculi 
sind  hin  und  lier  gebogen,  so  dass  die  breiten  Endospermkôrper 
der  Samen  in  verschiedenen  Abstand  von  den  Plazenten  zu 
liegen  kommen. 

Das  innere  Integument  des  Samens  liât  an  diesen  spâten 
Wachstumserscheinungen  keinen  Anteil.  Seine  Zellen  erfahren 
eine  geringe  Verdickung  der  Membran  und  meistens  eine  inten- 
sive Brâunung  des  kôrnig  werdendeu  Inhaltes.  Die  kleiiie  Nu- 
celluskappe  am  Scheitel  des  Embryosackes  ist  im  reifen  Samen 
meistens  verscliwunden.  Die  den  Endospermkôrper  abgreuzende 
Wand  des  inneren  Tntegumentes  wird  âlinlich  den  Endosperm- 
zellwanden  stark  verdickt  und  nimmt  ûberdies  infolge  starker 
Kutinisierung  einen  brâunlicben  Farbenton  au.  Dièse  dicke, 
kutinisierte  Membran  ûberzieht  den  Endospermkôrper  zusam- 
men  mit  dem  seine  Basis  iimgebenden  beclierfôrraigen  Kest 
des  Nncellusgewebes  (Fig.  12  Taf.  XIV),  der  anch  im  reifen 
Samen,  meistens  mit  stark  verdickten  iind  verholzten  Wânden, 
erlialten  bleibt.  In  den  unmittelbar  unter  der  Basalzelle  lie- 
genden  Nucelluszellen  bleiben  Plasma  und  Kern  bis  zur  Samen- 
reife  erlialten.  Ans  dem  Umstand,  dass  dieser  Grewebekomplex 
zusammen  mit  dem  Endosperm  von  der  kutinisierten,  nach 
aussen  abschliessenden  HûUe  umschlossen  wird,  scheint  hervor- 
zugehen,  dass  zwisclien  den  beiden  Geweben  noch  bis  in  spate 
Entwicklungsstadien  Stoffleitungsvorgange  erfolgen.  Johow  ver- 
mutete,  dass  die  an  der  Basis  des  Endospermkôrpers  vorkom- 
menden,  besonders  gestalteten  Zellen  zusammen  mit  dem 
Nucellarbeclier  bei  der  Keimung  eine  von  iliiii  allerdings  nicht 
weiter  angedeutete  Rolle  spielen  wûrden.  Eine  solche  Funktion 
bei  der  Keimung  ist  natûiiich,  auch  wenn  die  Hauptbedeutung 
jenes  Gewebes  auf  seiuer  Funktion  wâlirend  der  Samenbildung 
berulien  wird,  keineswegs  ausgeschlossen.  Môgiicli  ware  z.  B., 
dass  bei  Beginn  der  Keimung  die  Wasseraufnahme  in  die  inneren 
Gewebe,  Endosperm  und  Embryo,  ans  den  âusseren,  durchlâssigen 
Geweben  des  Samens,  durch  dièses  Gewebe  erfolgt,  da  ja  an 
der  ganzen  ûbrigen  Oberflâclie  des  Endosperms  eine  Wasser- 
aufnahme infolge  der  starken  Cutiuisiei-ung  erschwert  ist. 
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Die  reifen  Frûchte  von  B,  candida  und  B.  Championii  ôffnen 
sicli  derart  (VII  1911  S.  80),  dass  die  ganze  obère  Hâlfte  der 
Fruchtknotenwand  mit  den  noch  verbliebenen  Resten  der  Blù- 
tenhûlle  mittels  Querrissen  abgeworfen  wird.  Die  zahlreichen 
Sâmchen  liegen  dann  frei  an  der  Oberflâche  der  Plazenten. 
Ihre  dùnnwandigen  und  ausgetrockneten  Funiculi  lôsea  sich 
leicht  von  den  Plazenten  los.  Die  Verbreitung  der  ausseror- 
dentlich  leichten  und  zadem  mit  Fluggeweben  verselienen 
Sâmchen  dùrfte  durch  den  Wind  erfolgen. 

Zurich,  September  1911. 


FIGURENERKLARUNGEN  ZU  TAFEL  XIII— XVII. 


TAFEL  XIII. 

Burmamiia  candlda  Engl. 

(Bei  der  Reproduktion  ist  dièse  Tafel  auf  2/3  Seitenlange  reduziert  worden.  Die 
Vergrôsserungsangaben  fur  die  einzelnen  Figuren  beziehen  sich  auf  die  Originalzeich- 
nungen.  Bei  Messungen  an  den  Figuren  dieser  Tafel  sind  also  die  Masse  mit  3/2  zu 
vervielfachen,  damit  sie  der  angegebenen  Vergrôsserung  entsprechen). 


Fig.  1.  Junge  Samenanlage  mit  einer 
axilen  Reihe  von  Innenzellen  und 
einer  peripherischen  Zellschicht.  Ver- 
gr.  «co/,. 

Fig.  2  —  4.  Kernteilungsbilder  aus  Innen- 
zellen junger  Samenanlagen.  Fig.  2. 
Vergr.  ca.  '«oo/j.  Fig.  3  u.  4.  Vergr.  ^'^o/j. 

Fig.  5  u.  6.  Die  oberste  Zelle  dei-  axilen 
Zellreihe  wâchst  zur  Embryosackmut- 
terzelle  lieran.  Durch  Teilungen  in  der 
peripherischen  Zellschicht  (Fig.  6)  wer- 
den  an  der  Basis  der  jungen  Samen- 
anlagen die  Initialen  der  Integumente 
gebildet.  Verg.  ^^V\- 

Fig.  7  —  12.  Verschiedene  Stadien  ausdem 
Verlauf  der  ersten  Kernteilung  in  der 
Embryosackmutterzelle.    Vergr.    *'^''/i- 

Fig.  13.  Junge  Samenanlage  mit  begin- 
nender  Integnmentbildung;  Embryo- 
.sackmutterzelie  in  Teilung  begrifîen. 
Vergr.  96%. 


Fig.  14  u.  15.  Junge  Samenanlagen  nach 
der  ersten  Teilung  der  Embryosack- 
mutterzelle. Die  obère  der  beiden 
Schwesterzellen  ist  kleiner  als  die 
untere  und  wird  von  derselben  ver- 
drangt.  Vergr.  '"5%. 

Fig.  16.  Junge,  stark  anatrop  gekriimmte 
Samenanlage.  Die  Riinder  des  inneren 
Integu mentes  sind  schon  weit  gegen 
den  Nucellusscheitel  vorgewachsen  ; 
das  âussere  Integument  wird  nurauf 
der  dem  Funiculus  entgegengesetzten 
Seite  angelegt.  Die  untere  der  beiden 
aus  der  Embryosackmutterzelle  her- 
vorgegangenen  Tochterzellen  hat  sich 
unter  Verdriingung  der  oberen  zum 
zweikernigen  Embryosacke  entwickelt. 
Vergr.  ««o/i. 

Fig.  17.  Nucellusscheitel  mit  vierkernigem 
Embryosacke.  Die  Schwesterzelle  des 
letzteren  ist  schon  vollig  verdrângt 
worden.  Vergr.  ^^"ji. 


TAFEL  XIV. 
Burmamiia  candida  Engl. 

(Bei  der  Reproduktion  ist  dièse  Tafel  auf  2/3  Seitenlange  reduziert  worden.  Die 
Vergrôsserungsangaben  fur  die  einzelnen  Figuren  beziehen  sich  auf  die  Originaizeich. 
nungen.  Bei  Messungen  an  den  Figuren  dieser  Tafel  sind  also  die  Masse  mit  3/2  zu 
vervielfachen,  damit  sie  der  angegebenen  Vergrôsserung  entsprechen). 


Fig.  1  u.  la.  Achtkerniger  Embryosack 
vor  Beginn  der  Zellbildung.  Vergr.  ^^o^j 

Fig.  2,  2a,  2b.  Achtkerniger  Embryosack 
mit  Eizelle,  Synergiden,  3  Antipoden 


und  den  im  unteren  Teil  des  Sackes 
neben  einander  Hegenden  Polkernen. 
Vergr.  fl^o/ 
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Fig.  3,  3a,  4.  Embryosâcke  nach  erfolgter 
Zellbildung.  Bei  der  vorhergegangenen 
Streckiing  des  Embryosackes  ist  die 
einzellige  Nucellusschicht  an  seiner 
Oberflâche  in  einer  rnittleren  Zone 
aufgelôst  worden.  Die  verbreiterten 
Rànder  des  innern  Integumentes  ha- 
ben  sich  ûber  dem  Scheitel  der  ein- 
scliichtigen  Nucelluskappe  bis  auf 
einen  engen  Mikropylenkanal  geschlos- 
sen.  Vei-gr.  ^oo^,. 

Fig.  5.  Embr^osack  nach  Vereinigung  der 
beiden  Polkerne.  Zwif^chen  Eizelle 
und  einer  Synergide  das  Ende  eines 
noch  nicht  geplatzten  Pollenschkau- 
ches.  Vergr.  ^'"'/i- 

Fig.  6.  Embryosack  nach  Beginn  der 
Endospermbildung.  Basis  und  Scheitel 
des  Embryosackes  von  kleinen  Nucel- 
luskappen  ijmhullt.  Am  Grunde  des 
Embryosackes  die  drei  degenerieren- 
den  Antipoden,  dariiber  die  plasma- 
reiche,  zweikernige  Haustoriumzelle, 
die  gegen  den  iibrigen  Embryosack- 
raiim  durch  eine  stark  fârbbare 
Zellwand  abgetrennt  ist.  Vier  Endo- 
spermkerne  in  Teilung  (im  gezeich- 
neten  Schnitt  davon  drei  sichtbar). 
Am  Scheitel  des  Sackes  der  noch 
einzellige  Embryo.  Vergr.  5°%. 


Fig.  7  u.  8.  Teilungsfigur  des  Kerns  in 
der  Embryozelle.  Vergr.   ^^o/i- 

Fig.  9.  Samenanlage  nach  Beginn  der 
Endospermbildung,  4  freie  Endosperm- 
kerne.  Vergr.  ^""/i. 

Fig.  10.  Mittlerer  Teil  eines  jungen 
Samens  mit  grosszelligem,  innerem 
Integement  und  Nucellusresten  an 
Scheitel  und  Basis  des  Embryosackes. 
An  der  Basis  des  letzteren  die 
zweikernige  Haustoriumzelle,  dai'ûber 
grosse  Endospermzellen  ;  der  scheitel- 
stiindige  Embryo  noch  ungeteilt. 
Vergr.  soo/,. 

Fig.  11  u.  12.  Embryosâcke  mit  zwei- 
zelligen  Embryonen,  Haustoriumzelle 
mit  leistenfôrmigen  Membranverdik- 
kungen.  Vergr.  ^^^/i. 

Fig.  13  u.  14.  Embryosâcke  mit  drei-  und 
vierzelligen    Embryonen    Vei'gr.  ^"Vi- 

Fig.  15.  Basis  eines  Embryosackes, 
Haustoriumzelle  mit  beginnender 
Leistenbildung.  Vergr.  ^oo^j. 

Fig.  16  u.  17.  Uebersichtsbilder  reifen- 
der  Samen.  Durch  starke  Streckung 
der  Zellen  von  Funiculus,  aussereni 
Integument  und  der  Chalaza-region 
entstehen  am  rnittleren,  den  Embryo- 
sack enthaltenden  Teil  des  Samens 
flùgelartige  Fortsâtze.  Fig.  16.  Vergr. 
2"/,;  Fig.  17.  Vergr.  '%. 


TAFEL  XV. 

Burmannia  candida  Engl. 

Aile  Figuren  die.ser  Tafel  sind  mit  Zeiss  homogène  Immersion  2  mm  num.  Ap.  1.3 
Tubus   160  mm    und  dem    Zeichenokular    von    Leitz  gezeichnet  worden.  Vergr.  """/i. 


Fig.  1.  Embryosack  mit  Pollenschlauch. 
Das  erweiterte  Pollenschlauchende 
nimmt  die  Stelle  einer  Synergide  ein  : 
die  Polkerne  liegen  am  Scheitel  der 
zweiten  Syn^^rgide  und  der  Eizelle 
(Die.se  ist  in  einem  dem  gezeichneten 
Schnitte  nachfolgenden  enthalten). 

Fig.  2-6.  Befruchtiing.sstadien  :  Ver- 
einigung von  Spermakern  und  Eikern 
und  der  in  der  Nâhe  der  Eizelle 
liegenden  Polkerne  mit  dem  zweiten 
Spermakern. 

Fig.    7.    Dreiteiliger   Kern,  aus  der  Ver- 


einigung der  beiden  Polkerne  und 
eines  Spermakerns  entstanden. 

Fig.  8.  Embryozelle  mit  Keimkern;  die 
Entstehung  aus  Eikern  und  Sper- 
makern ist  noch  aus  dem  Vorhatiden- 
sein   von   zwei   Nukleolen  ersichtlich. 

Fig.  9.  Pollenschlauchende  neben  einer 
Synergide. 

Fig.  10.  Unteres  Ende  des  Embryosackes 
nach  der  ersten  Teilung  des  sekun- 
diiren  Embryosackkernes.  Zu  unterst 
zwei  Antipodenzellen  mit  degenerie- 
renden    Kernen,    dai'ûber    die    noch 
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einkernige  Fîaustoriumzelle  und  der 
eine  der  zwei  ersten  freien  Endo- 
sperinkerne  im  basalen  Wandbelag 
der  grossen  Embryosack-Restzelle.  Der 
letztere  làsst  in  der  Anordnungseiner 
cliromatiychen  Substanz  die  Abstam- 
mung  von  dem  aus  drei  Kernen  zu- 
samraengesetzten  sekiindâren  Embryo- 
sackkerne  deutlich  wahrnehmen. 
Fig.  11  u.  12.  Embryosiicke  nach  der 
ersten  Teilung  des  sekundiiren  Em- 
bryosackkernes.  Die  Gestalt  der  beiden 
Tochterkerne  deutet  darauf  bin,  dass 
selbst   nach  der  ersten  Teilung  noch 


keine  vôllige  Mischung  der  cbroma- 
tischen  Substanz  der  im  sekundàren 
Embryosackkern"  vereinigten  Kerne 
erfoigt  ist.  Eikern  und  Spermakern 
sind  ebenfalls  noch  nicht  vollkommen 
mit  einander  vereinigt. 

Fig.  13.  Antipodenende  eines  Embryo- 
sackes  mit  den  drei  Antipodenkernen 
und  dem  deutlich  dreiteiligen  Kern 
der  Haustoriumzelle. 

Fig.  14.  Embryosack  mit  Eizelle,  einer 
Synergide,  zwei  Antipoden,  der  Haus- 
toriumzelle, sowie  zwei  freien  Endo- 
spermkernen. 


TAFEL  XVI. 


Bur'mannia   Championii  Thw. 

Aile  Figuren  dieser  Tafel  sind  mit  Zeiss  homogène  Immersion  2  mm  num.  Ap.  1.3 
Tubus    160    mm   und    dem    Zeichenokular  von  Leitz  gezeichnet  worden.  Vergr    660/^, 


Fig.  1.  Scheitel  einer  jungen  Samenanlage 
mit  grosser  Embiyosackmutterzelle. 
Priisynaptischer  grosser  Kern  mit 
kornerreichem  Chromatinfadennetz. 

Fig.  2 — 4,  Verschiedene  Stadien  aus  dem 
Verlauf  der  heterotypischen  Kerntei- 
lung  in  der  Embryosackmutterzelle. 
Die  achromatische  Figur  ist  breit 
tonnenfôi'mig.  Die  einzelnen  Fasern 
sind  stark  gefârbt,  an  den  Enden 
nicht  zusammen  neigend. 

Fig.  5.  Stadium  der  Zellplatte  nach 
Verlauf  der  ersten  Kernteilung.  l'ie 
Embryo.sackmutterzelle  wird  durch 
die  in  Bildung  begriifene  Querwand 
in  zwei  ziemlich  gleich  grosse  Toch- 
terzellen  geteilt. 

Fig.  6.  Embryosacicmutterzelle  durch  eine 
deutlich  wahrnehmbare  Wand  in  zwei 
Tochterzellen  geteilt,  von  denen  die 
basale  etwas  grosser  ist.  Tochterkerne 
mit  kleinem  Kernkôrperchen  und  zahl- 
reichen  Chromatinkôrnern  unter  der 
Kern  wand. 

Fig,  7.  Keinteiiung  in  den  beiden  Toch- 
terzellen im  Stadium  der  Aequatorial- 
platte.  Achiomatische  Fa.sern  in  beiden 
Figuren  spitz  endigende  Spindeln 
bildend. 


Fig.  8  u.  9.  Vierzellige  Tetraden.  Die 
au?  der  oberen  Tochterzelle  hervor- 
gegangenen  Enkelzellen  nebeneinan- 
der,  die  aus  der  unteren  entstandenen 
iibereinander.  Die  drei  oberen  Zellen 
mit  ihren  schon  in  Degeneration 
begriftenen  Kernen  werden  durch  die 
unterste,  sich  vergrôssernde  Zelle 
verdrangt. 

Fig.  10 — 14.  Stadien  aus  dem  verkiirzten 
Verlauf  der  Tetradenteilung: 

Fig.  10.  Von  den  beiden  Tochterzellen 
wird  die  obère  durch  die  untere 
verdrangt.  Teilungswand  schon  stark 
in  den  Raum  der  oberen  Zelle  vor- 
gewôlbt. 

Fig.  11.  Keinteiiung  in  der  stark  ver- 
grôssei'ten,  unteren  Tochterzelle. 

Fig.  12.  Die  untere  Tochterzelle  bat  sich 
in  zwei  ungleichgrosse  Enkelzellen 
geteilt,  von  denen  die  kleinere  spater 
zusammen  mit  dei'  oberen  Tochter- 
zelle verdrangt  wird. 

Fig.  13  u.  14.  Verdrângung  und  Auf- 
lôsung  der  beiden  oberen  Zellen  durch 
die  zum  Embryosack  auswachsende 
unterste  Zelle  der  unvollstandigen 
(dreizeliigen)  Tétrade. 
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TAFEL  XVII. 
Burmannia  Championii  Thw. 

Aile  Figuren  dieser  Tafel  sind  mit  Zeiss  homogène  Immersion  2  mm  num.  Ap.  1.3 
Tubus  160  mm  und  dem  Zeichenokular  von  Leitz  gezeichnet  worden.   Vergr.  •"">/,. 


Fig.  1.  Zweikerniger  Embryosack  mit 
grosser,  zentraler  Vacuole.  Ûber  dem 
Embryosack  die  beiden  anderen  Zel- 
len  der  Tétrade  in  degeneriertem 
Zustande. 

Fig.  2.  Nucelius  aus  junger  Samenanlage 
mit  vierkernigem  Embryosack.  Schwes- 
terzellen  des  letzteren  fast  vôUig  auf- 
gelôst. 

Fig.  3.  Kernteikingen  am  oberen  Ende 
des  vierkernigen  Embryosackes. 

Fig.  4.  Achtkerniger  Embryosack  kurz 
nach  vollzogener  dritter  Teilung.  Die 
Kerne  noch  in  Paaren  geordnet.  Die 
beiden  Synergidenkerne  sind  etwas 
grosser  als  Eikern  und  Polkern.  Von 
den  vier  Kernen  am  Antipodenende 
sind  diejenigen  des  unteren  Paares 
etwas  kleiner  als  die  oberen,  von 
denen  der  eine  zum  obern  Polkern 
wird. 

Fig.  5.  Etwas  altères  Stadium  des  acht- 
kernigen  Embryosackes  mit  noch  freien 
Kernen. 

Fig.  6.  Beginn  der  Zellbildung  im  acht- 
kernigen  Embryosacke.  Unter  den 
drei  Kernen  des  Eiendes  sind  Vacuolen 
sichtbar,  die  beiden  Polkerne  iiegen 
neben  einander,  die  drei  Antipoden- 
kerne  sind  kleiner  als  die  ubrigen 
Kerne  des  Embryosackes. 

Fig.  7  u.  8.  Achtkernige  Embryosacke 
nach  erfolgter  Zellbildung.  In  Fig.  7, 
am  Eiende  eine  Synergide  und  die 
Eizelle.  In  Fig.  8  volistândiger  Eiap- 
parat,  der  fast  die  Haitte  des  Em- 
bryosackraumes  ausf'illt.  In  beiden 
Figuren  Polkerne  nebeneinander  lie- 
gend.  In  Fig.  7  drei  kleinkernige 
Antipodenzellen,  in  Fig.  8  deren  zwei 
sichtbar. 

Fig.   9.    Mikropylarende   einer  Samenan- 


lage zur  Zeit  der  Befruchtung.  Die 
Samenanlage  reicht  mit  den  am 
Scheitel  verbreiterten  Rândern  des 
inneren  Integumentes  bis  an  die 
Placenta  hin.  Der  Pollenschlauch  ist 
ausserhalb  der  Mikropyle  und  in  ihrer 
innersten  Partie  deutiich  sichtbar. 
Seine  Spitze  hat  den  einschichtigen 
Nucelius  durchbrochen  und  ist  bis  in 
den  Embryosackraum  vorgedrungen. 
In  der  Embryozelle  Vereinigungssta- 
dium  von  Ei-  und  Spermakern. 

Fig.  10  \\,  11.  Junge  Embryozellen  mit 
Resten  der  Synergiden.  In  Fig.  10 
stark  gefîirbtes  und  abgegrenztes 
Plasma  an  der  Oberflâche  des  Keim- 
kerns. 

Fig.  12.  Embryosack  nach  der  ersten 
Teilung  des  sekundiiren  Embryosack- 
kernes. 

Fig.  13.  Basales  Ende  des  Embryosackes 
mit  Antipoden,  Haustoriumzelle  und 
dem  einen  der  beiden  ersten  freien 
Endospermkerne. 

Fig.  14.  Antipodengruppe  und  Hausto- 
riumzelle. Eine  Antipodenzelle  deutiich 
durch  eine  Membran  abgegrenzt,  zwi- 
schen  den  beiden  anderen  Kernen  ist 
keine  Teilungswand  sichtbar. 

Fig.  15.  Unteres  Ende  des  Embryosackes 
mit  zwei  Antipodenzellen,  der  fast 
kugeiigen  und  plasmareichen  Hausto- 
riumzelle und  zwei  freien  Endosperm- 
kernen. 

Fig.  16.  Haustoriumzelle  und  zwei  freie 
Endospermkerne.  Der  Kern  der  Haus- 
toriumzelle i.st  deutiich  dreiteilig  und 
enthalt  drei  verschieden  grosse  Nu- 
kleolen  ;  in  den  beiden  Endosperm- 
kernen  dagegen  sind  nur  je  zwei 
Nukleolen  sichtbar. 


VRRONICA  JAVANICA  BLUME,  EIN  UBIQUIST 
TROPISCHER  UND  SUBTROPISCHER  GEBIRGE. 

VON 

ERNST  LEHMANN. 


Wenn  wir  eine  Pflanze  von  universeller  Verbreitimg  ûnden, 
so  wird  es  stets  von  Interesse  sein,  clen  Ursachen  dieser  Ver- 
breitung  nachzuspûren.  Die  Frage  wird  nm  so  interessanter, 
wenn  es  sich  um  die  universelle  Verbreituug  einer  Pflanze 
innerhalb  der  Wendekreise  handelt. 

Befragen  wir  Autoren  frûherer  Jahrzehnte,  wie  es  mit 
universeller  Verbreitung  von  Tropenpflanzen  steht,  so  finden 
wir  ganz  allgemein  die  Angabe,  dass  die  Tropenpflanzen  nur  in 
den  allerseltensten  Fâllen  durch  beide  Bemisphâren  hindurch 
gehen.  In  seiner  Géographie  botanique  raisonnée  1855,  Bd.  1, 
S.  564  und  584  bringt  De  Candolle  eine  tlbersicht  von  uni- 
versell  verbreiteten  Pflanzen.  Er  bringt  aber  nur  9  Arten  zu- 
sammen,  welclie  in  den  Tropen  beider  Hemispliâren  verbreitet 
sind  und  zudem  sind  dièse  9  Arten  fast  ausschliesslich  Pflanzen 
aus  der  Umgebung  des  Menschen  oder  Wasserpflanzen.  In 
seinein  Handbuch  der  Pflanzengeograpliie  1890,  S.  106  sagt 
Drude:  So  sind  fast  aile  Pflanzenarten,  ja  die  ùberwiegende 
Anzahl  der  Gattungen,  in  den  amerikanischen  Tropen  und  in 
denen  der  alten  Welt  auf  je  einen  Kontinent  beschrânkt. 

Ich  kann  keineswegs  etwa  behaupten,  einen  tJberblick 
darûber  zu  haben,  wie  weit  heute  die  Kenntnis  solcher 
allgemein  verbreiteter,  tropischer  Pflanzen  gediehen  ist.  Ich 
habe  nur  auf  zwei  Wegen  der  Beantwortung  dieser  Frage 
etwas    naher    zu   kommen    gesucht.    Ich    habe    einmal    einige 
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bekannte  Bearbeiter  z.  T.  tropiscliev  Pflanzenfamilien  befragt, 
ob  ilinen  eine  universelle  Verbreitung  tropischer  Pflanzen  in 
ihren  Gruppen  bekannt  ist.  Z.  B.  sagte  mir  Herr  Dr.  Stapf, 
dass  un  ter  den  Gramineen  ausser  Pflanzen  ans  der  Um- 
gebung  des  Menschen  kaum  solche  Beispiele  vorkâmen. 
Fur  die  Orcliideen  konnte  Herr  Rolfe  ebenso  hôchstens  aut 
ganz  vereinzelte  Falle  hinweisen,  bei  denen  bel  weiter  tropi- 
scher Verbreitung  in  alter  und  neuer  Welt  die  Mitwirkung 
des  Menschen  ausgeschlossen  sei.  Zudem  ist  von  der  Familie 
der  Palmen  die  Trennung  nach  Kontinenten  genugsam  bekannt. 

Der  zweite  Weg  verschaflfte  mir  nicht  viel  reichere  Aus- 
beute,  wenngleich  er  auf  nicht  allzuviele  Falle  ausgedehnt 
wurde.  Ich  suchte  im  Kew  Herbar  von  einzeluen  Pflanzen 
Standorte  aus  den  Tropen  beider  Hemisphâren  aufzufinden. 
Herr  Dr.  Hosseus  machte  mich  auf  die  Desmodium- Arien  auf- 
merksam,  von  denen  ich  auch  wi.klich  in  zwei  Fallen  univer- 
selle Verbreitung  tand.  So  sah  ich  Desmodium  triflorura  aus 
den  Tropen  Indiens,  Siams,  Malayens  und  Centralamerikas. 
Desmodium  gangeticnm  lag  in  vereinzelten  amerikanischen 
neben  indischen  und  polynesischen  Standorten  vor.  Wie  weit 
es  sich  aber  hier  um  Verbreitung  ohne  Mitwirkung  des  Men- 
schen handelt,  das  ist  eine  Frage,  v^elche  auch  nur  durch 
eingehende  Behandlung  der  einzelnen  Standorte  beantwortet 
werden  konnte. 

Fur  die  grosse  Mehrzahl  der  Falle  gilt  eben  auch  heute 
wohl  noch  der  Satz,  dass  eine  selbststandige  Verbreitung  ein- 
zeluer  Pflanzenspezies  durch  die  Tropen  beider  Hemisphâren 
sicher  zu  den  Seltenheiten  gehôrt.  Wenn  aber  ein  neuer  Fall 
solcher  universeller  Verbreitung  bekannt  wird,  dann  lohnt  es 
sich  der  Mûhe,  nâher  nachzuforschen  und  die  Einzelheiten  der 
Verbreitung  festzustellen. 

Es  ist  mir  nun  gelungen,  in  der  Gattung  Veronica  eine  Art 
ausfindig  zu  machen,  deren  Verbreitung  sich  ûber  tropische 
und  subtropische  Gcbiete  beider  Hemisphâren  erstreckt.  Es 
handelt  sich  um  Veronica  javanica  Blume,  doren  Verbreitungs- 
bild  bis  heute  allerdings  noch  ein  recht  lûckenhaftes  war  und 
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erst  diircli  die  hier  zur  Darstellung  gebrachten  Untersuchungen 
lâsst  sich  die  weite  Verbreitung  erkennen.  Es  ist  infolgedessen 
notwendig,  ehe  wir  uns  ûber  die  Verbreitungsmôglichkeiten 
nâher  auslassen  kônnen,  das  Verbreitungsareal  und  die  Ge- 
schiclite  der  Kenntnis  der  Art  einer  genaueren  Betrachtimg  zu 
unterziehen. 

Veronica  javanica  ist  von  Blume  (Bijdragen  tôt  de  Flora  van 
Nederlandsch  Indië  1826  S.  742)  beschrieben  worden.  Er  er- 
wâhnt  sie  daselbt  vom  Gripfel  Sederato  und  von  den  Katarakten 
des  Elusses  Tjiknndul  am  Berge  Gede. 

Am  6.  /III  1 836  batte  sodann  Griffith  iu  Assam,  in  arvis  versus 
Gubroo-Purbut  Jorhauth  eine  Veronica  aufgefunden,  welche  in 
den  von  John  Me.  Clelland  zusammengestellten  Posthumous 
Papers  (Calcutta  1854,  Part  IV,  S.  127)  ohne  Speziesnamen 
beschrieben  ist.  Wie  sich  ans  der  Beschreibung  und  dem  Origi- 
nalexemplar,  welches  ich  iu  Herb.  Kew  einsali,  ergibt,  handelt 
es  sich  hier  um  dieselbe  Art,  welche  Blume  als  F.  javanica  be- 
sclirieb.  Damais  wurde  das  indessen  noch  nicht  gieich  erkannt. 
Vielmehr  liegen  im  Herbar  Kew  einige  von  Madden  um  dièse 
Zeit  bei  Almora  gesammelte  Pflanzen,  welche  ursprûnglich  als 
Linde?ibergia  ruderalis,  die  liabituell  ausserordentlich  âhnlicli 
ist,  bestimmt  wurden.  Weiter  findet  sich  daselbst  aus  dem 
Jahre  1840  unter  Nr.  46  eine  von  Edgeworth  im  Himalaya 
von  8-  8000  Fuss  Hôhe  gesammelte  Veronica,  ursprûnglich  als 
neue  Spezies  bezeichnet.  Sie  wurde  dann,  wie  aus  Hooker,  FI. 
Ind.  1885,  4,  S.  296  hervorgeht  von  Edgeworth  mit  dem  Manus- 
kriptnamen  V.  Maddenii  belegt,  unter  welchem  sie  besonders 
noch  in  den  60  er  Jahren  in  den  Hookerschen  Sammlungen 
aus  Indien  geht.  Bald  erkannte  aber  Hooker  dann  die  Identitât 
der  Maddenii  mit  der  Blumeschen  Pflanze  und  er  fûhrt  nun 
V.  javanica  aus  verschiedenen  Teilen  des  Himalaya  an.  Auf 
die  einzelnen  Lokalitâten  wird  bald  zurûckzukommen  sein. 

Das  Gebiet  erweitert  sich  sodann  nach  N.O.  durch  eine  von 
Balansa  in  Tonkin  am  schwarzen  Elusse  gesammelte  Pflanze, 
(Nr.  3579),  deren  Identitât  mit  V.  javanica  ich  im  Kew  Herbar 
feststellen  konnte.  Der  genaue  Standort  ist  leider  nicht  lesbar. 
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Er  bildet  die  Vermittelung  zu  dem  einzigen  derzeit  noch  weiter 
aus  dem  Osten  als  V.  javanica  bekannt  gewesenen  Standort, 
einer  von  Wright  auf  den  Liu-kiu  Insein  gesammelten  Pflanze, 
deren  Original  mir  im  Kew  Herbar  vorlag.  Es  wird  von  Forbes 
und  Hemsley  in  Enum.  pi.  Cliinae  1889—1902,  S.  198  aufge- 
fûhrt.  Die  beiden  zuletzt  genannten  Autoren  geben  als  Ver- 
breitnng  der  Veronica  javanica'.  North  India  from  Simla  to 
Khasia,  and  in  Java. 

Weiter  nach  Osten  war  die  Pflanze  bisher,  wie  eben  gesagt 
nicht  bekannt.  Ehe  wir  die  diesbezùglichen  Daten  eingehender 
prûfen,  mûssen  wir  indessen  noch  verschiedener  westlich  von 
den  bisher  besprochenen  Gebieten  bekanntgewordener  Stand- 
orte  gedenken. 

In  seiner  Pflanzenwelt  Ostafrikas  (1895,  S.  358)  stellt  Engler 
eine  V.  chamaedryoides  auf,  welche  von  Volkens  hâufig  an 
Bachufern,  in  feucliten  Gebûschen  bei  1 560  m.  gefimden  worden 
war.  In  Anuals  of  Botany  (1904,  18,  S.  538)  ândert  er  diesen 
Namen  dann  in  V.  afrochamaedrys  um,  da  der  Name  chamae- 
dryoides schon  von  Bory  und  Chaubard  anderweit  vergeben 
war.  Hemsley  und  Skan  (in  Thiselton-Dyer,  Flora  of  tropical 
Africa,  1906,  S.  357)  erkannten  aber,  dass  dièse  Y.  afrocha- 
maedrys mit  Y.  javanica  Blume  identisch  ist  und  stellten  sie 
folgerichtig  zn  dieser  Art.  Volkens  und  Engler  fanden  dieselbe 
dann  noch  an  anderen  Plâtzen  in  Ostafrika,  worauf  weiter 
unten  des  nâheren  zurûckzukommen  sein  wird.  Ich  konnte  in 
Beï'liu  die  Identitât  dieser  Pflanzen  mit   Y.  javanica  nachprûfen. 

Das  Grebiet  erweitert  sich  aber  dann  noch  mehr  durch  eine 
von  Schweinfurth  in  Erythraea  gesammelte  und  in  dessen  Her- 
bar als  Y.  Erythraeae  bezeichnete  Pflanze,  die  ich  daselbst 
auch  als  Y.  javanica  richtig  stellen  konnte,  was  unterdessen 
auch  von  Hemsley  und  Shan  erkannt  worden  war. 

Als  ich  vor  einigen  Jahren  einen  Teil  des  Berliner  Yeronica 
Materials  revidierte,  flel  mir  mm  weiter  die  vôllige  Ûberein- 
stimmung  der  von  Maximowicz  (Diagn.  plant,  nov.  asiat.  IV 
Bull,  de  l'Acad.  impér.  des  scienc.  St.  Pétersb.  27,  1881, 
S.  507)  fur  Japan  als  Y.  murorum  beschriebenen  Pflanze,  welche 
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nrsprnnglich  ans  Herbar  Engler  stammt,  mit  V.  javanica  auf. 
Das  Material  war  indessen  nicht  selir  reicbhaltig  nnd  icli 
woUte,  ehe  ich  dièse  Beziehung  als  vôllig  gesichert  hinstellen 
konnte,  erst  noch  Material  aus  anderen  Herbarien  einsehen. 
Ich  habe  nnu  unterdessen  V.  murorum  im  Herb.  Peteisbiirg 
(Garten),  Wien  (Univ.),  Kew,  Leyden  und  Tokio  nicht  nur  von 
dem  von  Maximowicz  beschriebenen  Originalstandort,  sondern 
noch  von  verschiedenen  anderen  Plâtzen  aus  Japan  einsehen 
kônuen,  nnd  es  bat  sich  ûberall  die  gleiche  Ideutitât  ergeben, 
sodass  nunmehr  kein  Zweifel  niehr  obv^^alten  kann,  dass  die 
echte  V.  javanica  unter  dem  Nameu  V.  murorum 
Maxim,  in  Japan  vorkommt.  Die  einzelnen  Standorte 
v^^erden  uns  gleich  noch  beschâftigen.  Es  sei  nur  gleich  hier 
noch  erwâhnt,  dass  die  Lûcke  zwischen  Japan  und  den  Liu-kiu 
Insein  einerseits  und  dem  Standort  aus  Tonkin  andererseits  durch 
das  Vorkoramen  der  V.  iiiurorum  =  V.  javanica  auf  der  Insel  For- 
mosa  gefûUt  wird.  Wir  werden  aach  die  genauen  Standorte 
auf  Formosa  gleich  noch  naher  zu  betrachten  haben.  Von 
dieser  Insel  wird  V.  murorum  schon  von  Maximowicz  (1.  c.)  und 
von  Matsummura  und  Hayata  (Enum.  pi.  Formose,  1906,  S.  282) 
angegeben. 

Wir  haben  also  mm  eine  ziemlich  geschlosseue  Verbreitung 
unserer  Pflanze  durch  die  Subtropen  und  Tropen  der  Alten 
Welt  vom  aussersten  Osten  Asiens  bis  nach  Erythraea  kennen 
gelernt. 

Damit  ist  die  Verbreitung  aber  noch  nicht  erschôpft.  Das 
Berliner  Herbarmaterial  enthalt  die  folgenden  2  Veronica- 
Standorte  aus  Brasilien:  Iter  australi-americanum  1882.  V. 
cliamaedrys  var.  brazilensis  Ûb.  Petropolis  Brazil  Juli  J.  Ball.  ; 
E.  Ule  Herb.  Bras.  N.  3869  Am  Aquaduct  des  Corcovado, 
Estado  de  Rio  de  Janeiro,  Marz  1895.  Beide  ergeben  bei  ge- 
nauerer  Betrachtung,  dass  es  sich  nur  um  V.  javanica  Blume 
handeln  kann.  Dasselbe  ist  der  Fall  bei  einem  unberftimmten 
Exemplar,  vrelches  von  J.  F.  Wjdgren  in  Brasilien  gesammelt 
wurde  und  aus  der  Regnellschen  Sammlung  dem  Herbar  Upsala 
einverleibt    wurde.    Da  weder  Jahreszahl  noch  Standortsangabe 

Ann.  Jard.  Bot.  Buitenz.  2e  Sér.  Vol.  X.  ^3 
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bei  diesem  Exemplar  zu  findeu  war,  so  ist  es  niclit  môglich, 
eine  sichere  Angabe  zu  machen,  wo  die  Pflanze  herkommt. 
Es  ist  aber  wohl  sehr  wahrscheinlich,  dass  auch  dièse  Pflanze 
aus  dem  Staate  Rio  de  Janeiro  staramt.  Denn  nach  Martius 
Flora  Brasiliensis  I,  S.  143  hat  Widgren  zwischeu  1841  und 
1847  im  Staate  Rio  de  Janeiro  und  um  Caldas  im  Staate  Minas 
Geraes  gesammelt. 

Mehr  kann  ich  auf  Grund  meiner  Literatur-  und  Herbar- 
studien  derzeit  ûber  die  AUgeraeinverbreitung  der  Pflanze 
nicht  aussagen.  Wir  wissen  aber  nun,  dass  sich  Veronica 
j  avanie  a  Blume  innerhalb  der  Weudekreise  in  der 
alten  und  neuen  Welt  vorfindet.  In  Asien,  besonders 
in  Japan  ûberschreitet  sie  aber  das  Gebiet  der  tropischen  Zone 
nocli  in  etwas  und  dringt  in  die  subtropischeu  Gebiete  vor. 

Es  erhebt  sich  nun  die  uns  besonders  interessierende  zweite 
Frage:  Wie  hat  die  Pflanze  dièse  weite  und  ungewôhnliche 
Verbreituug  erlangt  und  welcher  Art  sind  die  Standorte  im 
speziellen,  die  innerhalb  ihrer  weiten  Verbreitung  von  der 
Pflanze  besiedelt  wurden.  Eine  Antwort  auf  den  zweiten  Teil 
der  Frage  wird  uns  vielleicht  auch  ûber  den  ersten  Teil  der- 
selben  Klarheit  verschaffen.  Wir  wenden  uns  also  nunmehr 
dazLi,  die  einzelnen  von  der  Pflanze  aus  den  verschiedenen 
Lândern  mitgeteilten  Standorte  einer  eingehenderen  Prûfung 
zu  unterziehen. 

Es  sind  nach  den  einleitenden  Bemerkungen  besonders  drei 
Gesichtspunkte,  w^elche  wir  bei  Betrachtung  der  Standorte  zu 
berûcksichtigen  haben:  Einmal  wird  auf  die  Hôhenlage  zu 
achten  sein,  2.  wird  eine  éventuelle  Wasserpflanzennatur  in 
Frage  zu  ziehen  sein  und  endlich  3.  wird  es  sich  darum 
handeln,  ob  die  Verbreitung  der  Pflanzen  in  Verbindung  mit 
grossen  Kulturzentren  zu  bringen  ist. 

Ich  hatte  schon  erwâhnt,  dass  Blume  die  Pflanze  vom  Gipfel 
des  Sederato  und  von  den  Katarakten  des  Elusses  Tjikundul 
am  Berge  Gede  beschreibt.  Eine  genauere  Hôhenlage  dieser 
Standorte   konnte  ich   nicht   feststellen.  Dieselbe  erûbrigt  sich 
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aber  diircli  die  weiteren  Standorte  mit  Hôhenaiigabe,  die  mir 
von  Java  vorgelegen  haben.  Einmal  sah  icli  in  Kew  ans  dem 
Herbar  Knntze  2  Standorte.  Der  eine  (5676)  ans  dem  mittel- 
javanischen  Gebirge  Dieng  bei  6000',  der  andere  (4736),  wie 
der  2.  Blumesche  am  Berge  Gede  bei  8000'.  Dazn  kommt  noch 
ans  dem  Herbar  Leyden  ein  weiterer  Standort  ans  dem  Dieng 
Gebirge  ans  einer  Hôhe  von  2000  Meter  (Sammler  Wiriosapoetro 
Nr.  58).  Die  Pflanze  ist  also  in  Java  ein  Bewohner  der  Gebirgs- 
region  um  2000  m.  Hôhe.  Andere  javanische  Standorte  ohne 
nâhere  Angaben,  die  ich  in  verschiedenen  Herbaren  einsah, 
sind  die  folgenden:  149,  Java,  Dr.  Ploem;  1912  Planta  javanica. 
ZoLLiNGER  lecta  (vgl.  MoRiTzi,  Verz.  d.  v.  Zollinger  1842 — 44 
anf  Java  gesammelten  Pflanzen  S.  48).  2165  Wichura  Java 
Kendang  Badak.  61.  21/12.  det.  Vatke;  48  Mount  Gedeh  1. 
March  97  H.  W.  L.  Couperus  (Herb.  Univ.  Kristiania)  T.  Hors- 
FiELD  Java  (Kew). 

Ich  kann  ùber  ail  dièse  Standorte  nichts  naheres  angeben. 
Doch  leilte  mir  Herr  Professor  Volkens  mit,  dass  er  am  Gedeh 
und  Pangerango  in  der  in  Frage  kommenden  Hôhenlage  ganz 
gleiche  Vegetationsverhâltnisse,  ja  eine  ausserordentliche  phy- 
siognomische  Ahnlichkeit  gefunden  habe,  wie  am  Kilimand- 
scharo  in  derselben  Hôhe  wo  unsere  Pflanze  ja  anch  dort  vor- 
koramt.  Wir  werden  also  nicht  fehl  gehen,  wenn  wir  die  gleich 
nâher  zn  besprechenden  Vegetationsverhâltnisse,  iiber  welche 
ich  anch  Herrn  Professor  Volkens  nâhere  Ausknnft  verdanke, 
anch  in  den  javanischen  Verbreitungsbereich  der  Art  annehmen. 

Eingehender  konnte  ich  mich  beznglich  der  indischen  Stand- 
orte orientieren.  Ich  bhi  Herrn  Dr.  Stapf  zn  vorzûglichem 
Danke  verpflichtet,  welcher  mich  wâhrend  meines  Aufenthaltes 
in  Kew  in  dieser  Hinsicht  weitgehendst  unterstntzte. 

In  Flora  of  british  India  (1885,  4,  S.  296)  sagt  Hooker  fnr 
V.  javanica:  Snbtropical  and  temperate  Himalaya  from  Simla 
to  Bhotan,  ait.  3—7000  ft.  Khasia  ait.  5—6000  ft.  Mit  diesen 
Angaben  decken  sich  meine  allgemeinen  Herbarbefnnde.  Die 
Pflanze  liegt  also  von  Standorten  ans  ziemlich  der  ganzeu 
Ausdehnnng    des    Himalaya    vor.    Ans    niedrigeren    Gegenden 
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Indiens  findet  sicli  keine  Angabe,  auch  nicht  ans  den  sûd- 
licheren  indischen  Gebirgen.  Wir  werden  indessen  sehen,  dass 
die  Pflanze  auch  in  rein  tropisches  Klima  hineinreicht. 

Was  nun  an  der  weiten  Verbreitung  durcli  den  Himalaya 
ganz  besonders  auffallt,  das  ist  die  Tatsache,  dass  aile  Verbrei- 
tungsregioneu  in  der  XJmgegend  grôsserer  Kulturzentren  zu  liegen 
kommen.  Da  ist  einmal  zu  nennen  Simla  Hills  (7000  ft.  Hoo- 
ker);  es  folgen  weiter  eine  Reihe  von  Standorten  von  Shillong 
in  den  Khasi  hills.  Es  sind  die  Hookerschen  Standorte:  Nur- 
tiung,  Myrong,  Nonkrem  und  ein  anderer  nicht  genau  leser- 
licher,  im  Original  auf  eineni  Bogen  des  Kew  Herbars 
zusammen.  Dann  liefert  Sikkim  zahlreiche  Standorte,  einmal 
Phedong  (3000  ft.  Clarke).  Dieser  Standort  liegt  im  Terai  von 
Sikkim  mit  noch  rein  tropischem  Klima,  wohin  die  Pflanze 
wohl  sicher  durch  die  reisenden  Gebirgsbâche  gebracht  v^urde, 
an  deren  Ufern  wir  sie  noch  mehrfach  antreffen  werden.  Eben- 
falls  im  Terai  liegt  dann  der  Standort  von  Callegury.  Auch 
von  Darjeeling  in  Sikkim  liegen  Standorte  (GRiFriTn)  vor;  in 
Berlin  einer:  272  Rangit  Valley  1862  Andersen;  sodann  ans 
eben  dieser  Gegend  in  Kew:  Simonbong,  einer  Tempelstation 
in  Sikkim.  Weiter  folgt  eine  Reihe  von  Standorten  ans  dem 
ebenfalls  hochkultivierten  Kumaon:  Almora  (Major  Madden, 
5500  ft.);  Nainithal  (632  Apr.  1844  Thomson)  —  der  See  des 
Taies  liegt  bei  6350  Fuss,  die  Hôhen,  von  welchen  die  Pflanzen 
stammen  dûrften,  erheben  sich  darum  herum  bis  zu  8000  ft. 
Sodann  Hawalbagh  wo  sich  ein  Truppenkantonnement  befindet  ; 
der  Platz  liegt  5  Meilen  nôrdlich  von  Almora  bei  3889  ft. 
Endlich  Dibroghur  in  Assam  bei  3770'  (Clarke)  und  Bhotan 
(Griffith)  2435'. 

Das  Ergebnis  unserer  Zusammenstelluug  der  Standorte,  im 
Himalaya,  ûber  welche  nilheres  zu  eruieren  war,  ist  also  das, 
dass  V.  javanlca  im  Himalaya 'zwischen  3  und  8000  Fiiss  Hôhe 
aus  3 — 4  hochkultivierten  Gegenden,  ziemlich  lokalisiert  be- 
kannt  ist.  Wir  konnen  nicht  umhin,  hier  an  eine  Verbreitung 
durch  den  Menschen  zu  denken.  Denn  sonst  wiire  ein  so  ver- 
teiltes  Vorkommen  doch  kaum  zu  erklaren. 
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Ûber  clen  Standort  ans  Tonkin  weiss  ich,  wie  schon  gesagt, 
nichts  nâlieres  anzugeben;  doch  ist  anch  dièse  Landschaft  mit 
Hanoi  und  seiner  grossen  Ausstellung  vor  nicht  langer  Zeit  so 
hochkultiviert,  dass  wir  den  Mensclien  als  Verbreiter  leicht  in 
Frage  ziehen  kônuen.  Jedenfalls  kônnen  wir  das  Vorkommen 
in  Tonkin  am  belebten  Black  river,  so  weitgetrennt  von  den 
ûbrigen  Standorten  nicht  besser  erklâren. 

Weiter  fûhrt  uns  die  Verbreitung  dann  nacli  Formosa.  Das 
Verbreitungsbild.  auf  Formosa  spricht  aber  nnn  v^ieder  ganz 
fur  menscliliclie  Vermittelung.  Hier  liegen  die  folgenden  Stand- 
orte  vor:  Tailioku  ;  Taipeh  in  herbidis  Nr.  ;'65  30.  Apr.  1903 
leg.  Faurie;  Tansny,  Rich.  Oldham  lS6i,  407  F.  laxa'l  Benth. 
Nr.  161.  Uer  Freihandelshafen  Tansuy  mit  seiner  Eisenbahn 
nud  Flussverbindang  nacli  den  reich  bevôlkerten  Stâdten  Taipeh 
und  Taihoku,  dazu  die  Angabe  in  herbidis,  das  ailes  lâsst  uns 
oline  weiteres  auf  menschliche  Verbreitung  schliessen.  Uber 
die  Hôhenverbreitung  kann  ich  hier  keine  Angaben  maclien, 
doch  scheint  die  Pflanze  hier  etwas  weiter  herabzusteigen. 

Die  Verbindung  mit  Japan  stellt  nun  der  Standort  auf  den 
Liu-kiu  Insein  lier.  Dièse  Pflanze  war,  wie  oben  erwahnt,  schon 
von  FoRBES  und  Hemsley  als  javanica  erkannt  worden,  wâhrend 
aile  Pflanzen  von  Formosa  und  Japan  als  murorum  gingen. 
Etwas  nilheres  konnte  ich  anch  in  Kew  ûber  den  Standort 
auf  den  Liu-kiu  Insein  nicht  ermitteln. 

Die  Standorte,  die  ich  von  Japan  sah,  stammen  nun  auch 
wieder  sâmtlich  ans  der  Umgegend  grosser  Plâtze.  Besonders 
in  Frage  kommen  die  beiden  sùdlichsten  Insein  Kiuschiu  und 
Schikoku.  Am  hâufigsten  ist  die  Pflanze  ans  der  Umgegend 
von  Nagasaki  genannt.  Hier  fand  sie  zuerst  Maximowicz  und 
von  da  beschrieb  er  sie  in  Diagn.  plant,  nov.  asiat.  IV".  Bull. 
Akad.  imp.  Se.  St.  Petersb.  27  (1881)  S.  507  als  V.  murorum. 
Er  gibt  sie  einmal  an:  circa  urbem  Nagasaki,  iu  mûris  vetustis 
rara  (ipse)  und  dann,  von  dem  nôrdlichsten  Standort  der 
Pflanze,  den  ich  derzeit  ans  Japan  kenne  in  montibns  Hakone 
(Siebold).  Auf  Kiuschiu  liegt  dann  auch  Kagoschima,  von  wo 
ich   sie  in   Herb.   Engler  fand.  Hinzu  kommen  aus  demselben 


198  i, 

Herbar  Satsuma  und  Tachiro.  Von  Schikoku  lag  mir  ein 
Standort  von  Koclii  in  der  Provinz  Tosa  vor.  Ail  dièse  Angaben 
von  Aeckei'n,  Mauern  und  ans  hochkultivierten  Gegenden,  zu- 
meist  in  der  Nahe  grosser  Haudelsplâtze  lassen  mit  Sicherheit 
auf  eine  kultiirbegleitende  Pflanze  schliessen.  Hôhenangaben 
liegen  keine  vor;  nur  das  in  montibus  Hakone  lâsst  auf  eine 
montane  Verbreituug  schliessen,  wenn  auch  das  ganz  Verbrei- 
tungsbild  etwas  mehv  nach  den  tieferen  Regionen  sicli  zu 
erstrecken  scheint. 

Wenden  wir  uns  nun  zum  afrikanischen  Verbreitungsgebiet. 
Die  voll  ausgeschriebenen  Standorte  sind  die  folgendeu:  G. 
VoLKENS,  Reise  nach  dem  Kilimandscharo.  Nr.  760.  An  Bachu- 
fern,  in  feuchtem  Gebûsch,  hâufig.  Landschaft  Marangu  1550  m. 
19.8.93;  Nr.  585  1560  m.  an  eiuem  Wasserlaufe  hâufig  11.7.93.; 
Gallaland:  in  Coromma  ad.  fl.  Uovemme  7.9.93.  Riva  Nr,  613; 
Nr.  290  Umbugwe  und  Iraku  Rand  des  ostafrik.  Grabens  leg. 
Hptm.  Merker  1902—03;  Nr.  1049  A.  Engler,  Beise  nach  S. 
und  0.  Afrika  1902  West-Usambara:  Adlerfarnformation  zwi- 
schen  Sakari  und  Mauka  1400 — 1500  m. 

Uber  die  Art  des  Vorkommens  unserer  Pflanze  in  dièse  m 
Gebiete  verdanke  ich  nun  der  Freundlichkeit  des  Herrn  Pro- 
fessor  VoLKENs  einige  nahere  Angaben,  ans  denen  ich  hier  das 
wichtigste  mitteilen  môchte:  Die  Veronlca  javanica  habe  ich 
allerdings  nur  im  Kulturgûrtel  gesehen;  dass  sie  eingeschleppt 
w^âre,  môchte  ich  aber  fur  ausgeschlossen  halten.  Sie  kommt 
wenigstens  nicht  auf  Neuland  vor,  w^ie  die  sicher  eingeschleppten 
Pflanzen,  sonderu  in  den  Wiesenstreifen,  die  sich  zwischen 
1200  und  ca.  2000  m.  ûberall  da  langs  der  Bâche  und  kùnst- 
lichen  Wasserlaufe  hinziehen,  wo  der  Boden  eben  oder  nur 
schwach  geneigt  ist.  Dièse  Streifen  haben  dauernd  eine  ganz 
geschlossene  Vegetationsdecke  aus  niederen  Grâsern  und  Krâu- 
teru.  Letztere  gehôren  freilich  in  der  Mehrzahl  europâischen 
Gattungen  an  {Trifolium,  Caîxîamine,  Epllobium  etc.),  sind  aber 
fast  ausschliesslich  afrikanische  Art  en.  In  den  Wiesenstreifen 
giebt  es  eigentlich  nur  eine  einzige  Pflanze,  die  den  von  Europa 
kommenden   Laien  fremdartig  anmutet,  Gunnera  perpensa.  Mir 
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ist  es,  heisst  es  dann  weiter,  ûbrigeas  1902  am  Gedeh  und 
Pangerango  Vulkan  iu  Java  aufgefallen,  dass  dort  in  gleicher 
Hôhe  dieselben  Typen  auftraten,  wie  am  Kilimandscharo.  Im 
Kilimandscharowalde,  der  bei  1800 — 2000  m.  anfângt,  erinnere 
ich  mich  nicht,  V.  javanica  gesehen  zu  haben,  halte  es  aber 
sehr  wohl  fur  môglich,  sogar  wahrscheinlicli,  dass  sie  da  auf 
den  Gerôllinseln  der  Bâche  auch  vorkommt.  Eine  daiiernde 
Durchtrankung  des  Bodens,  wie  sie  die  zahllosen  Bâche  und 
kûnstlichen  Wasserleitungen  des  Kulturlandes  garantieren, 
scheint  fiir  die  Pflanze  Bedingung  des  Gedeihens  zu  sein. 

Auffallend  dûrfte  es  nach  diesen  Angaben  immerhin  bleiben, 
dass  auch  von  hier  die  Pflanze  aus  der  Kulturzone  allein  be- 
kannt  ist.  Immerhin  scheint  ja  hier  und  in  Java  noch  am 
ersten  die  Pflanze  im  ursprûngiichen  Zustande  angetrofîen  zu 
werden,  wennschon  sie  eben  auch  hier  zur  Kulturbegleiterin 
geworden  ist. 

Ganz  besonders  schôn  ersehen  wir  aber  aus  diesen  Angaben 
von  VoLKENS,  welche  in  vorzûglicher  Ûbereinstimmung  mit  den 
ûbrigen  diesbezûglichen  gelegentlichen  Bemerkungen  von  ùber- 
allher  ûbereinstimmen,  dass  die  Pflanze  an  reichliche  Bewâs- 
serung  gebunden  ist.  Allerorten  lernten  wir  sie  von  Flussufern, 
Katarakten,  Gebirgsbâchen  etc.  kennen.  Die  Pflanze  scheint 
also  besonders  an  feuchte  Unterlage  gebundene  Kulturen  der 
montanen  Tropenzone  zu  begleiten. 

Wir  haben  damit  ailes  erledigt,  was  mir  ûber  die  Verbrei- 
tung  der  Pflanze  aus  Asien  und  Afrika  vorlag.  Wir  werden 
nun  mit  besonderen  Interesse  zu  erwarten  haben,  ob  die  Pflanze 
nicht  auch  noch  aus  anderen  Lândern  der  asiatischen  tropi- 
schen  Gebirgslânder  bekannt  wird;  z.  B.  legt  die  Verbreitung 
in  den  Khasi  Hills  ein  Vorkommen  in  Siam  nahe. 

Wie  verhâlt  es  sich  aber  nun  mit  den  brasilianischen  Stand- 
orten?  Bei  genauerem  Zusehen  machen  ganz  besonders  dièse 
Standorte  eine  Verbreitung  durch  den  Menschen  wahrscheinlich. 
J.  Ball,  der  die  Pflanze  bei  Petropolis  sammelte,  scheint  sich 
wâhrend  seines  dortigen  Aufenthaltes  nicht  allzuweit  von  dem 
Orte  entfernt  zu  haben  (vgl.  Ball,  Notes  of  a  Naturalist  in  South 
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America,  London,  1887,  S.  328);  der  Corcovado  aber,  wo  Ule 
die  Pflanze  sammelte,  wie  Petropolis  sind  beides  so  besuchte 
Touristenorte,  dass  sich  eine  Verschleppung  dahin  leicht  er- 
klâren  liesse.  Bemerkenswert  aber  ist  aiicli  wieder  das  Vor- 
kommen  im  Gebirge.  Corcovado  liegt  bei  ca  2200',  Petropolis 
aber  bei  2900'.  Ûber  den  WiDGRENSchen  Standort  wisseu  wir 
niclits  genaueres. 

So  haben  wir  unseren  Ehrenspreis  also  in  seiner  Verbreitung 
durch  die  Berglânder  der  Tropen  und  Subtropen  verfolgt  uud 
feststellen  kônnen,  dass  er  die  weiten  Gebiete  sicher  nicbt 
selbststândig  erobert  bat.  Bei  ibm  spielt  einmal  die  Verbrei- 
tung durch  deu  Meuschen  und  dann  der  Um stand,  dass  er  die 
Ufer  von  Wasserlâufen  besiedelt,  eine  sehr  wichtige  RoUe.  Die 
alte  Anschauung,  dass  Bûrger  der  Tropen  oh  ne 
dièse  Faktoren  eine  weite  Verl^reitung  inneriialb 
der  Wendekreise  nicbt  erlangen,  kann  durch  die  s  en 
F  ail  uni  vers  ellen  Vorkommen  niclit  durchbrochen 
w  e  r  d  e  n ,  f  i  n  d  e  t  i  m  G  e  g  e  n  t  e  i  1  in  i  h  m  eine  s  t  a  r  k  e 
Stûtze.  Wir  môchten  die  Pflanze  als  einen  Begleiter 
t  r  0  p  i  s  c  h  e  r  und  s  u  b  t  r  o  p  i  s  c  h  e  r ,  an  r  e  i  c  h  1  i  c  h  e  B  e- 
wâsserung  gebundener  Bergknltur  bezeichnen.  Der 
Fall  zeigt  aber,  wie  eine  ISTachprùfung  weitverbreiteter  Pflanzen 
oft  zu  recht  unerwarteten  Ergebnissen  fûhrt.  Denn  von  Veronica 
javanica  batte  man  solches  bislier  wohl  kaum  vermutet.  Viel- 
mehr  waren  die  Auffassungen  ûber  die  Natur  dieser  Pflanze 
teilweise  bislang  recht  andersartige.  Ich  môchte  im  Anschluss 
an  die  besprochenen  Verhâltnisse  einer  Anschauung  gedenkeu, 
die  Engler  sich  ûber  dièse  unsere  Pflanze,  soweit  sie  das  afri- 
kanische  Gebiet  besiedelt,  gemacht  bat,  die  aber  durch  unsere 
Darlegungen  wohl  sicher  unhaltbar  geworden  ist. 

Engler  beschreibt  in  dem  schon  genannten  Aufsatze  (Annals  of 
Bot,  1904,  18,  S.  538)  Pflanzen  der  nôrdlichen  gemâssigten  Zone, 
welche  in  die  Hochgebirge  des  tropischen  A'frikas  ûbergegangen 
sind  und  sich  dort  zu  Gebirgspflanzen  mit  abweichendem  Charakter 
verwandelt  haben.  Zu  diesen  Pflanzen  soll  auch  die  von  Engi.er 
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V.  afrochdmaedrys  genaniite  V.  javanica  gehôren,  welche  auf 
V.  Chamaedrys,  als  ihrer  Ursprungspflanze,  znrûckgefûhrt  wird. 
Tell  beabsichtige  niclit  an  dieser  Stclle  der  systematischen 
StelUing  unserer  Art  eine  eingehende  Resprechimg  zu  widmen. 
Es  wûrde  dafûr  nôtig  sein,  dass  ich  aile  altweltlicben  Veronica- 
Gruppen  eingehend  dnrchgearbeitet  hâtte,  was  aber  bisher 
nocli  nicht  der  Fall  ist.  Denn  ich  halte  es  absolut  uicht  fur 
ausgemacht,  dass  V.  javanica  in  die  Sektion  Chamaedrys  ge- 
bôrt.  Maximowicz  bringt  z.  B.  seine  V.  m.urorum  in  die  Sektion 
Beccabunga.  Die  nunmehr  bekaunt  gewordenen  Verbreitungs- 
verhaltnisse  passen  aber  so  gauz  und  gar  nicht  zu  der  Engler- 
schen  Auffassung. 

In  den  meisten  Lândern,  aus  denen  V.  javanica  bekannt 
ist,  felilt  V.  cliainaedrys  vollkommen.  Wie  woUen  wir  uns 
das  Anftreten  in  Java,  einem  hôchst  wahrscheinlich  ursprCing- 
lichen  Standorte  mit  V.  Chamaedrys  in  Ûbereinstimmung  ge- 
bracht  denken?  Zudem  sind  Kapselgestalt,  Griffellange  und 
andere  fur  die  Veronicae  ùberaus  wichtige  trennende  Merkmale 
bei  V.  javanica  von  F.  Chamaedrys  so  erheblich  verschieden, 
dass  die  Annahme  eioer  solchen  Abstammung  redit  gewagt 
erscheiut.  Wir  w e r d e n  a  1  s o  z  w e i f e  1 1  o s  V.  javanica  B 1. 
oder  V.  afrochamaedrys,  wie  sie  dort  genannt  wird, 
nicht  mehr  unter  die  Stûtzen  der  von  Engler  in  ge- 
nanntemAufsatz  vorgebrachten  Anschauung  rech- 
nen  dûrfen. 

Immerhin  bleibt  die  Eigenartigkeit  des  Vorkommens  der  V. 
Javanica  besonders  auf  Java  noch  von  bohem  Interesse  und 
wir  fragen  uns  bisher  vergebens,  warum  gerade  dièse  Art  als 
einzige  Yeronica  die  nialayischen  Gebirgsbiiche  besiedelt  hat. 
Man  sollte  nicht  versâumen  der  interessanten  Verbreitung 
dieser  Art  ein  erhôhtes  Interesse  zuznwenden  und  besonders 
auf  ihren  Zusammenhang  mit  der  tropischen  Bergkultur  achten. 
Gerade  der  Gedeh  in  der  Nahe  des  vielbesuchten  Tjibodas  bote 
hierzu  gute  Gelegenheit. 

Tûbingen,  November  1911. 


UEBRR  DIE  VEGETATIVE  VERMEHRUNG  VON 
ANGIOPTERIS  EVECTA  HOFFM. 


VON 


W.  DOCTERS  VAN  LEETJWETsT. 

Samarann; — Java. 


EINLEITUNG. 

Wahrend  eines  Spazierganges  im  Botanischen  Garten  zu  Biiiten- 
zorg  zeigte  Herr  Dr.  J.  J.  Smith  mir  die  eigentûmliche  Weise, 
wie  die  abgefallenen  Blatteile  von  Angiopteris  Adventivknospen 
bilden.  Als  icli  spâter  diesel ben  Pflanzen  im  Urwalde  reichlicli 
fand,  sah  ich,  dass  dièse  Yermehrungsweise  auch  hier  Regel 
war.  Im  Urwalde  des  Oengaran-Gebirges  waren  die  Angiopteris- 
pflanzen  sehr  hâiifig,  auch  bel  Trètës  mid  Prigenaiif  dem  Ardjoeno- 
Gebirge  habe  ich  das  Knospenbilden  der  abgefallenen  Blatteile 
wahrgenommen,  und  ausserdem  in  den  Klûften  des  Telamaja-, 
Menjïr-  und  Gilipitoeng-Gebirges. 

Raciborski  ')  hat  in  einer  knrzen  Notiz  aaf  dieselbe  Kigen- 
tûmlichkeit  dieser  Farnen  die  Aufmerksamkeit  gelenkt.  Da  es 
mir  môglich  war  reichliches  Material  zu  sammeln,  kan  ich  der 
Notiz  von  Raciborski  nocli  einige  Tatsachen  hinzufùgen. 

Bekanntlich  gehôrt  Angiopteris  zu  den  hcïufîgeren  Erschei- 
niingen  des  Urwaldes.  Mit  den  Aisojjhila-Ai'ten  gehôren  sie  zu 
den  Riesenfarnen.  Aber  wahrend  letztere  auch  an  offeneu  Wald- 
stellen  vorzûglich  gedeihen  kônnen,  ist  Angiopteris  eine  Pflanze, 
die   am   ûppigsten    im    tiefsten   Schatten  des  Urwaldes  wilchst. 

1)  M.  Raciborski.  Ueber  die  végétative  Vei'inehriing  der  Marattiacee  Angiopteris 
evecta.  Bull,  de  l'Acad.  d.  se.  de  Cracovie;  Classe  d.  se  math,  et  nutui-elles.  Janvier 
1902,  S.  48. 
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Gewôhnlich  findet  man  sie  in  tiefen,  fenchten  Schluchteu  des 
Gebirges  und  vorwiegend  in  der  Nahe  von  Bâclien  oder  kleinen 
Fliissen.  Meistens  kommen  sie  auf  einer  Hôlie  von  700—  1800  m.  vor. 

Der  fast  kuglige  Stamm  kaun  bis  zu  70  cm.  hoch  werden, 
gewôhnlich  aber  ist  er  etwas  niedriger.  Âusserlich  ist  vom 
Rhizoni  selbst  nichts  zu  sehen,  da  es  gânzlich  von  den  basalen 
Blatteilen  bedeckt  ist.  An  der  Spitze  tragt  das  Rhizom  die  6 — 10 
riesengrossen  gefiederten  Blâtter,  welche  bisweilen  4  m.  lang 
werden  kônnen.  Dièse  Blâtter  bestehen  ans  einem  etwa  arm- 
dicken  Blattstiel  und  ans  der  2-  bis  3-fach  gefiederten  Blatt- 
spreite.  Der  Blattstiel  selbst  besteht  auch  wieder  ans  zwei  Teilen. 
Der  grôssere  Teil  ist  stielrund  und  ungefâhr  5  cm.  dick,  aber 
die  Basis  des  Blattstieles  ist  ùber  eine  Lange  von  ungefâhr  20  cm 
stark  angeschwollen  und  an  beiden  Seiten  ist  ein  zum  Telle 
fleischiges  Nebenblatt  befestigt.  Auch  Raciborski  hat  schon 
wahrgenommen,  dass  beide  Blatteile  eine  ungleiche  Lebensdauer 
haben.  Blattstiel  und  Blattspreite  leben  gewôhnlich  uicht  langer 
als  2 — 3  Jahre,  danach  verwelkeu  sie  und  fallen  sâmtlich  ab, 
nachdem  sich  zwischen  Blattstiel  und  Blattstielbasis  eine  ver- 
korkte  Trennungsschicht  gebildet  hat.  Die  Blattstielbasis  sarat 
den  beiden  Nebenblattern  bleiben  aber  noch  Jahre  lang  mit 
dem  Rhizom  verbunden,  endlich  fallen  auch  sie  ab.  Wie  lange 
sie  mit  der  Pflanze  verbunden  bleiben  ist  mir  nicht  bekannt, 
aber  erst  bel  sehr  grossen  Pflanzen  kann  man  die  abgefallenen 
Stùcke  unter  der  Pflanze  finden.  Dièse  abgefallenen  Telle  sind 
schwarz  oder  braun  gefarbt  und  meistens  von  einer  Humus- 
schicht  ûberdeckt,  Was  die  Form  anbetrifft  kann  man  sie  am 
besten  mit  Pferdehufen  vergleichen.  Mehrmals  bilden  sie  grosse 
Ansammlungen  unter  der  Mutterpllanze,  wobei  sie  von  ver- 
faulten  Blilttern  ganz  ûberdeckt  sein  kônnen.  Sie  kônnen  aber 
auch  vom  Regenwasser  losgerissen  und  nach  dem  Taie  mitge- 
fûhrt  werden.  Da  dièse  abgefallenen  Stilcke  leicht  Knospen  bilden, 
befinden  sich  oft  viele  jungen  Pflanzen  unter  der  Mutterpflanze. 

Die  Verbreitung  dieser  interressanten  Farnen  wird  auf  dièse 
Weise  sehr  gefôrdert.  Es  ist  aber  selbstredend,  dass  dies  nicht 
die   einzige   Entwicklungsmodus    dieser   Pflanzenart  sein  kann, 
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sonst  wûrclen  sicli  die  nenen  Pflanzen  immer  mehr  in  der  Rich- 
tung  der  Ebene  entvvicklen,  wo  sie  schliesslicli  nicht  mehr  wachseD 
kônnteu.  Aiicli  auf  geschlechtliclie  Weise  kann  Angiopterls  sich 
vermehreD.  Die  Prothallien  sind  demi  aucli  schon  lângst  bekannt  '). 

UEBER  DIE  BILDUNCI  DER  ADVENTIVKNOSPEN. 

Die  dicken  Blattbasen  von  ^72(//(979/6^rii' soUen  nach  Ractborski'-) 
als  Wasserreservoire  fnngieren,  wie  er  solche  als  Wasserbehillter 
dienenden  Blattbasen  auch  bei  einigen  aoderen  tropisclien  Faruen, 
wie  Lastraea,  Boryna  und  Plai/iogi/r la- Avter)  beobachtet  habeu 
will.  Das  Gewebe  der  Blattba&is  von  Angiopteris  besteht  fast 
ausschliesslicli  ans  isodiametrischen  Parenchymzellen,  weiter  ans 
den  zalilreichen  Tracheiden  enthaltenden  Wasserleitnngsbahnen 
und  schliesslich  ans  den  eigentûmlichen  Schleimgângen,  welche 
nach  Raciborski  -)  den  Milchrôhreu  ganz  homologe  Gebilde  sind. 
Die  âusseren  Zellen  sind  etwas  kleiner  als  die  mehr  im  Innern 
liegenden  und  die  Epidermiszellen  bilden  eine  korkahnliche 
Schicht,  d.  h.  die  Zellenwânde  sind  mit  Korkstoff  durchtrânkt, 
und  braun  gefarbt.  Dièse  âusseren  Zellenschichten  konnen  aber 
bald  verfaulen  und  humifiziert  w^erden.  Die  grossen  Parenchym- 
zellen sind  ganz  von  Amylumkôrnern  ausgefûllt.  Dièse  Stârke- 
kôrner  sind  zylindrisch  und  an  beiden  Enden  abgerandet  (Figur  B). 
Ein  grosser  Teil  der  von  den  Blâttern  gebildeten  Starke  wird 
denn  auch  in  der  Blattstielbasis  aufgespeichert,  sodass  dièse  Basen 
sicherlicli  als  Nahrungsreservoire  fungieren.  Ich  glaube  denn 
auch,  dass  ihre  Bedeutung  fur  das  Leben  der  Pflanze  mehr  in 
dieser  Uichtung  gesucht  vs^erden  muss.  Wâhrend  die  beiden  ISTeben- 
blâtter  kurz  nachdem  das  Oberblatt  abgefallen  ist,  nocli  leicht 
zn  finden  sind,  werden  sie  allmâhligundeutlicher,  sieverschwinden 
aber  nicht.  Ihre  Zellen  werden  aber  voluminôser,  wodurch  sie 
nach  einiger  Zeit  fast  gleichmâssig  in  die  Blattbasis  ûbergehen  ; 
und  ausserdem  verfaulen  die  scharfen  Kanten.  In  diesem  Znstand 
bleiben  die  Blattstielbasen  sammt  ihren  Nebenblâttern  Jahre  lang 
mit  der  Pflanze  verbunden.  Warum  sie  schliesslich  abfalleu  ist 

1)  Farmer.  TlieEinbryogeny  oï  A)i</iui)tcris  evecta  IIolTm.,  Annals  of  Botaiiy,  V.  1892. 

2)  Loc.  cit.,  Seite  49. 
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mir  nicht  bekannt.  Da  ilir  spezifisches  Gewicht  uDgefâhr  eins 
betrâgt,  werclen  sie  leiclit  vom  Wasser  mitgefùhrt,  wie  icli  au 
Ort  und  Stellen  clenn  auch  konstatieren  konnte.  Dièse  ruhenden 
Basen  bilden  nun  an  iliren  Flankeii  die  Adventivknospen.  Es 
war  nun  die  Frage,  wo  sie  dieselbeu  bildeten.  Anfangs  glaubt 
mau,  dass  sie  an  jeder  beliebigeu  Stelle  entstehen  kôuneu  ; 
nâhere  Untersuchung  zeigt  aber  bald,  dass  die  Sache  nicht  so 
einfach  ist.  Die  Stelle,  wo  eiue  Adventivkuospe  sich  entwickelt 
ist  schon  lange  vorher  angegeben  oder  vielmehr,  die  Knospen 
selbst  sind  schon  lâugst  gebildet,  ehe,  die  Blattstielbasis  sich 
von  der  Mutterpflanze  getrenut  hat.  Sie  bleibeu  nur  ruhen, 
bis  sie  zur  weiteren  Eutwicklung  gereizt  werdeu. 

Nach  Velenovsky  ')  sind  Adventivknospen  „Kuospen,  welche 
ausserhalb  der  Achsel  au  welcher  Stelle 
der  Pflanze  immer .  zum  Vorschein  ge- 
langeu".  In  diesem  Sinne  sind  auch  bei 
Angiopteris  die  an  der  Blattstielbasis 
entstehenden  Knospen  nichts  anders  als 
Adventivknospen.  In  den  meisten  Fâllen 
entstehen  dièse  Adventivknospen  aber, 
wenn  der  betreffende  Pflanzenteil  abge- 
fallen  oder  wenigstens  erwachsen  ist.  Dies 
ist  bei  Angiopïerls  gar  nicht  der  Fall.  j^^^^  KnosperuTe'inJr  Biattsti.i- 
Uutersucht  mau  die  abo-efallenen  Blatt- ^«si s  von  .^«i,/«/,to».Nat.  Grosse. 
basen  welche  schon  Knospen  gebildet  haben,  dann  sieht  man,  dass 
sie  inimer  au  bestiinmten  Stellen  entstehen,  und  zwar  an  den 
Eckeo,  wo  die  Rander  der  Nebenblatter  in  die  Blattbasis  ûber- 
gehen.  Da  dièses  an  zwei  Stellen  der  Fall  ist,  und  jede  Basis  zwei 
Nebenblâtter  tragt,  muss  jede  Basis  also  vier  solche  Stellen  besit- 
zen,  wie  demi  auch  tatsachlich  der  Fall  ist.  In  Figur  4  ist  eiue  Basis 
einer  ganz  jnugen  Pflanze  abgebildet  und  sind  diegenaunteuEcken 
durch  die  Buchstaben  a  und  b  angegeben  Aber  nur  selten  biklen 
die  Basen  aile  sâmtliche  vier  Knospen  aus,  wie  das  zum  Beispiel 
bei  dem  in  Figur  1  abgebildeten  Object  der  Fall  war.  Gewôhn- 


1)  Velenovsky.  Vergleichende  Morphologie  der  Pflanzen.  Teil  II.  Seite  69G. 
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lich  entwickelt  sich  nnr  eine  Knospe  iind  im  Walde  meistcDS 
die  an  dei-  mit  a  bezeichneten  Stelle.  Schneidet  man  aber  ein 
noch  krâftig  lebendes  Blatt  einer  noch  jimgen  Pflanze  ab  imd 
kultiviert  man  dièses  z.  B.  in  feuchtem  Sphagmim,  so  wachsen 
die  Knospen  an  den  mit  b  bezeichneten  Stellen  ans,  wie  das  in 
Figur  2  und  5  zu  sehen  ist. 

Uni  darûber  Gewissheit  zu  erlangen,  wurden  mit  einem  scharfen 
Messer  Qnerschnitte  von  noch  nicht  zu  grossen  Blattbasen  ge- 
macbt  und  dann  zeigte  sich,  dass,  wenn  der  Schnitt  die  Stellen 
a  oder  b  getroffen  hatte,  unterhalb  derselben  eine  grime  Stelle 
zum  Vorschein  kam.  Dieser  grime  Flecken  war  nichts  anders 
als  eine  junge  ruhende  Knospe.  Dièse  besteht  ans  kleiuen  chloro- 

phyllhaltigen  Zelleu,  die  nach 
iunen  mit  einem  Gefâssbûndel 
in  Vei'bindung  stehen.  Ausser- 
dem  kann  man  noch  eine  Vege- 
tationsspitze  daran  erkennen  mit 
den  Anlagen  der  ersten  Blatt- 
schuppen  (Figur  8).  Ist  das 
Blatt  aber  jiinger,  d.  h.  ebenent- 
faltet,  so  ist  die  Vegetations- 
spitze  mit  den  Anlagen  der 
Blattschuppen  auch  schon  zu 
sehen  (Figur  7).  Ist  das  Blatt 
aber  sehr  jung  d.  h.  nicht  ein- 
mal  ausgerollt,  so  ist  die  Knospe 
noch  nicht  ganz  ausgebildet. 
Man  findet  an  der  Stelle  b  nnr 
einen  untiefen  und  engen  Kanal, 
der  an  seinem  Ende  etwas  er- 
weitert  ist.  Der  Boden  dieser 
Erweiterung  ist  etwas  aufge- 
trieben  und  bildet  die  Anlage  der  Vegetationsspitze  (Figur  6). 
Schon  im  diesem  Stadium  ist  das  kleinzellige,  chlorophyllhaltige 
Gewebe  entwickelt  und  ausserdem  ist  die  Verbindung  mit  einem 
Gefâssbûndel  schon  erkennbar. 


Textfigur  II. 

Etwas  altères  Stadium,  als  in  Figur  I 

abgebildet  ist.  Nat.  Grosse. 
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Der  Stengelteil  einer  ganz  jiiiigen  Knospe  ist  also  ans  Zellen 
der  Blattbasis  entstanclen,  wahrencl  die  AnlagenderBlattschnppen 
und  der  jungen  Blatter  vou  der  Végétât ionsspitze  gebildet  werden. 
In  diesem  Zustand  verharrt  die  Knospe  meistens  viele  Jahre 
lang.  Von  aussen  ist  von  diesen  Knospen  nichts  zn  seheu,  aut 
Querschuitte  kann  man  sie,  aber  an  den  grûnen  Flecken  leicht 
erkeuneii. 

Bald  nachdem  die  Blattbasis  von  der  Pflanze  abgefallen  sind, 
beginnt  eine  oder  mehrere  Knospen  sich  zn  entwickeln.  Âusserlich 
erkennt  man  die  ersten  Entwicklnngsstadien  daran,  dass  die 
jungen  wachsenden  Knospenteile  das  Gewebe  der  Basis  nach 
oben  und  nach  anssen  drûcken  (Fignr  10),  nnd  bald  nachber 
sielit  man  die  braunen  Blattschnppen,  die  nichts  anders  sind 
als  eine  Blattbasis  mit  den  zwei  Nebenblâttern,  zum  Voi'schein 
kommen.  Aber  aucli  im  Innern  entstehen  mehrere  Verîlnde- 
rungen,  indem  die  ersten  Wurzelanlagen  gebildet  werden.  Das 
kleinzellige  Gewebe  vergrôssert  sich  und  nach  allen  Seiten  ent- 
stehen kleine  runde  Hôcker,  die  alsbald  langer  nnd  langer  werden 
(Fignr  9).  Dièse  zarten  kein  Chlorophyll  enthaltenden  Wurzel- 
anlagen wachsen  nach  aussen  durch  das  Gewebe  der  Blattbasis 
hindnrch.  Im  Innern  der  jungen  Wurzeln  entstehen  dann  die 
Tracheiden,  welche  mit  denen  des  Knospenstammes  in  Verbin- 
dung  stehen  (Fignr  10).  Wâhrend  die  Blattanlagen  immerzahl- 
reicher  werden  und  das  Rhizom  schon  um  ein  weniges  ûber 
die  alte  Blattstielbasis  hervorragt,  brechen  auch  die  ersten  Wur- 
zeln ans  der  Oberflache  der  Blattbasis  und  wachsen  eng  an  der 
Oberflache  liegeud  weiter.  Ist  die  Knospe  schon  etwas  iilterge- 
worden  so  entwickeln  sich  die  neuen  Wurzeln  ûber  der  alteu 
Blattstielbasis,  auch  dièse  Wurzeln  wachsen  Anfangs  an  ihrer 
Oberflache  anliegend  weiter  fFigur  1)  und  erst  spâter  suchen 
die  Wurzeln  sich  eiuen  Weg  in  die  Humusmassen  der  Umge- 
bung.  Noch  lange  nachdem  die  junge  Pflanze  schon  Blatter 
gebildet  hat,  bleibt  die  mit  der  alten  Blattstielbasis  verbundeu, 
und  erst  allmâlig  verfault  letztere. 

Die    schon  deutlich  sichtbaren  Knospen  sind  eifôrmig  (Text- 
flgur   I).    Sie    bestehen   aus   einem  kurzen  Rhizom,  das  mittels 
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eines  Stielchens  (der  Stengelteil  cler  ruhenden  Knospe)  mit  der 
alten  Blattstielbasis  in  Verbindung  steht.  Das  Rhizom  ist  ganz 
von  den  grossen  braunen  Schuppen  bedeckt.  Dièse  werden  all- 
mâhlicli  grôsser  imd  liegen  selir  eng  an  einander,  sodass  m  an 
sie  nur  mit  Gewalt  ans  einander  biegen  kann.  Erst  wenn  die 
Knospe  schon  ziemlich  gross  geworden  ist,  entwickelt  sich  das 
erste  Blatt  (Textfignr  II).  Wâhrend  also  die  ersten  Blattanlagen 
nur  ans  Blattbasis  und  den  beiden  Nebenblattern  bestehen, 
entsteht  zuletzt  ein  ganz  entwickeltes  Blatt.  In  den  beiden 
Textfiguren  ist  eine  jûngere  und  eine  altère  Knospe  abgebildet. 
Die  Entwicklung  der  Knospen  gelit  ziemlich  langsam  vor  sich. 
Eine  grosse  Blattstielbasis,  welche  ich  Anfang  Juni  in  feuchtes 
Sphagnum  setzte  nnd  die  eine  Knospe  von  einigen  mm  Grosse 
besass,  zeigt  jetzt,  sechs  Monate  spâter,  eine  Knospe  von  unge-' 
fahr  15  mm.  Sind  die  ersten  Blatter  aber  zum  Vorschein  ge- 
kommen,  so  folgen  die  anderen  etwas  schneller;  das  Wachstum 
dieser  kleinen  Pflanzen  ist  aber  nicht  besonders  schnell. 

RESULTATE. 

1.  Jede  Blattstielbasis  von  Anglopteris  besitzt,  wenn  das  Blatt 
noch  mit  der  Pflanze  verbunden  ist,  vier  rnhende  Knospen, 
welche  an  den  Stellen  sitzen,  wo  die  Rander  der  Neben blatter 
in  die  Oberflache  der  Blattbasis  ûbergehen. 

2.  Wenn  das  Blatt  ait  wird,  so  fâllt  das  Oberblatt,  d.h.  Blatt- 
stiel  mid  Blattspreite  ab  und  die  Blattstielbasis  mit  den  beiden 
Nebenblattern  bleibt  noch  viele  Jahre  mit  der  Pflanze  verbunden. 

o.  Nach  einigen  Jahren  fallt  die  Blattbasis  ab  und  eine  oder 
mehrere  Knospen  fangen  an  sich  zu  entwickeln. 
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Fig.  1.  Eine  abgefallene  und  Knospen- 
bilJende  Blattytielbasis  von  Angiop- 
teris  evecta.  X  Va-  Ti'ètès  auf  dem 
Ardjoeno.'  Mai,  1911. 

Fig,  2.  Abgeschnittene  und  danach  Knos- 
penbildende  Blattstielba.sis  von  einer 
sehr  jungen  A}}gioplcris-Pf\anze,  von 
der  Seite  gesehen.  X  ^• 

Fig.  3.  Parencbymzellen  mit  Amylum- 
Uôrnern  aus  einer  erwaclisenen  Blatt- 
stielbasis.  X  '150. 

Fig.  4.  Blattstielbasis  und  Nebenblatt 
einer  sehr  jungen  Aju/  iopteris-Pi\anze, 
X  "1  ;  a  und  b  Stellen  wo  die  ruhenden 
Knospen  sitzen. 


Fig.  5.  Wie  Figur  2,  aber  von  der  abge- 

schnittenen  Stelle  gesehen,  X  ^• 
Fig.  6.    Anlage   der    Knospe    bei    einera 

noch  nicht  entwiclvelten  Blatte. 
Fig.  7.   Anlage   einer   Knospe  bei  einem 

entfalteten  Blatte. 
Fig.  8.   Etwas   altères  Stadium.  Vegeta- 

tionspunkt  mit  Scheitelzelle  (nur  sche- 

matisch     angegeben)    schon    deutlich 

entwickelt. 
Fig.    9.     Junge,    sich   aber    schon    ent- 

wickelnde    Knospe   an   einer  abgefal- 

lenon  Blattstielbasis. 
Fig.  10.  Etwas  altères  Stadium  mit  mehr 

entwickelten  Wurzeln. 
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